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POVZETEK 
Razvoju zdravstva na področju protibakterijskega zdravljenja v prejšnjem stoletju je sledil 
hiter pojav bakterijske odpornosti. Pogosto uporabljene protibakterijske učinkovine so 
čedalje manj učinkovite, zato je pomemben razvoj učinkovin z delovanjem na nove 
potencialne tarče oz. na že poznane tarče po drugačnem mehanizmu. Bakterijska encima 
topoizomeraza IV in DNA-giraza nadzorujeta topološka stanja DNA molekule med 
podvajanjem bakterijske celice. DNA-giraza je sestavljena iz dveh katalitičnih podenot, in 
sicer GyrA odgovorne za prekinitev in ponovno združitev DNA verig ter GyrB z vezavnim 
mestom za ATP. Namen našega raziskovalnega dela je bila sinteza novih 
dibromopirolamidnih analogov 2-aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline kot zaviralcev 
DNA-giraze B. Ob tem smo raziskali optimalne reakcijske pogoje in načine postopkov 
izolacije potrebne za doseganje ponovljivih sintez. To bo olajšalo predvidevanje 
izvedljivosti in načrtovanje posameznih korakov prihodnjih sinteznih poti pirolamidnih 
zaviralcev. Na osnovni skelet 4,5-dibromopirolamidnih analogov 2-aminobenzo[d]tiazol-6- 
karboksilne kisline smo uvedli strukturno različne skupine. Osredotočili smo se na 
optimizacijo delov molekule, s katerimi bi dosegli interakcije zaviralcev z aminokislinami v 
t. i. lipofilnem žepu ATP-vezavnega mesta encima. Na prosto –OH skupino benzotiazolnega 
skeleta smo uvedli acetilno in etil acetatno skupino, a je že v začetnih stopnjah sintezne poti 
prišlo do razpada spojin. Uvedba benzilne skupine na –OH skupino je bila kljub posameznim 
problematičnim reakcijskim stopnjam uspešna, vendar s številnimi optimizacijami 
reakcijskih pogojev in postopkov izolacije nismo uspeli pridobiti končnih spojin ustrezne 
čistote. Ob raziskovanju poteka posameznih reakcijskih stopenj smo posvetili posebno 
pozornost nastanku in karakterizaciji neželenih stranskih produktov. Z iskanjem optimalnih 
postopkov izolacije in čiščenja spojin smo dobili boljši vpogled v izbor najprimernejših topil 
glede na lastnosti sintetiziranih spojin v posameznem sinteznem koraku. Izboljšali smo 
postopke izolacije, s katerimi bo v prihodnje mogoče doseči boljše izkoristke posameznih 
reakcijskih korakov in celokupnih sintez pirolamidnih zaviralcev DNA-giraze. 
Ključne besede: protibakterijska učinkovina, rezistenca, pirolamidni zaviralec, DNA-giraza 
B 
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ABSTRACT 
The swift development of bacterial resistance followed soon after revolutionary 
pharmaceutical progress in the field of antibacterial treatment during the last century. Many 
antibiotics currently in use are becoming less effective. Nevertheless, research is being 
focused on the discovery of antibacterial agents that have effect on validated targets via novel 
mechanisms of action or on new potential targets. Due to the growing resistance against most 
available antibacterial drugs, it is of utmost importance to develop substances targeting more 
than one of the essential targets in bacterial cells. Such characteristics are found in some dual 
inhibitors of the enzymes topoisomerase IV and DNA-gyrase. Both catalyse reactions 
regarding the interchange of the topological states of the DNA molecule during the 
replication of the bacterial cell. DNA-gyrase is composed of two GyrA subunits, which are 
responsible for the decatenation and reunion of the double DNA strands, and of two GyrB 
subunits containing an ATP-binding site. Our intention was to synthesise new dibromo 
pyrroleamide derivates of 2-aminobenzo[d]thiazole-6-carboxylic acid as DNA-gyrase B 
inhibitors. Nevertheless, along our research we gained knowledge about optimal reaction 
conditions and of isolation procedures required to achieve repeatable synthesis. Furthermore, 
with given information it will be easier to anticipate feasibility of individual procedural steps 
along the synthesis of pyrroleamide inhibitors in the future and to predict compatible reaction 
conditions. Through our research we have attached new fragments of different structure to 
4,5-dibromopyrroleamide derivates of 2-aminobenzo[d]thiazole-6-carboxylic acid. We have 
focused on the optimisation of established interactions between inhibitors and amino acids 
in the lipophilic pocket of the encyme's ATP-binding site. As it turned out, both of the 
compounds disintegrated after the attachment of an acetoxy and ethyl acetate fragment on 
the –OH group of the benzothiazole structure. While we have been able to successfully attach 
the benzyl fragment, by doing so, we came across additional problems along our reaction 
procedure. Despite various optimisations of reaction conditions along with isolation 
procedures, we were not able to produce compounds of proper purity. As we were 
researching the intermediate steps of our reaction procedure, special attention was paid to 
the possible creation and characterisation of unwanted side-products. Furthermore, we have 
focused on the development of optimal reaction conditions, as well as on the design of 
isolation and purifying procedures that would offer better insight into the most appropriate 
choice of solvents, considering characteristics of synthesized compounds along individual 
steps of our reaction procedure. We have achieved optimisation of isolation procedures that 
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would contribute to better yields of individual reactions, as well as of the complete synthesis 
of pyroleamide inhibitors in the future. 
Key words: antibacterial drug, resistance, pyrroleamide inhibitor, DNA-gyrase B 
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ADPNP Adenozin 5´-(β,γ-imido)trifosfat 
ADP Adenozindifosfat 
Ala Alanin 
Ar Aromatski 
Arg Arginin 
Asn Asparagin 
Asp Asparaginska kislina 
ATP Adenozin trifosfat 
ATR Oslabljen popolni odboj (attenuated total reflectance) 
Bz Benzil 
CDCl3 Devteriran kloroform 
CDI 1,1`-karbonildiimidazol 
CH2Cl2 Diklorometan 
d Dublet 
dd Dublet dubleta 
DKM Diklorometan 
DMF N`, N`-dimetilformamid 
DMSO-d6 Devteriran dimetil sulfoksid 
DNA Deoksiribonukleinska kislina 
GHKL DNA-Giraza B, Hsp90, histidin/serin kinaza, MutL 
E. coli Escherichia coli 
E. faecalis Enterococcus faecalis 
ekviv Ekvivalent 
EtOAc Etil acetat 
EtOH Etanol 
G- Po Gramu negativna bakterija 
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G+ Po Gramu pozitivna bakterija 
Glu Glutaminska kislina 
Gly Glicin 
GyrA Podenota A DNA-giraze 
GyrB Podenota B DNA-giraze 
His Histidin 
HPLC Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HR-MS Masna spektroskopija visoke ločljivosti 
Hz Hertz 
IC50 Srednja zaviralna koncentracija 
Ile Izolevcin 
IR Infrardeča spektroskopija 
J Sklopitvena konstanta 
KD Konstanta disociacije 
kDa Kilodalton 
Leu Levcin 
Lys Lizin 
m Multiplet 
M Molarnost (mol/L) 
MBK Minimalna baktericidna koncentracija 
MeOH Metanol 
MF Mobilna faza 
MIK Minimalna zaviralna koncentracija 
Mr Relativna molekulska masa 
MRSA Na meticilin odporen S. Aureus 
MM Molska masa 
MS Masna spektrometrija 
MS-ESI Masna spektrometrija – »Electrospray« ionizacija 
NMR Jedrska magnetna resonanca 
P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 
ParC Podenota C topoizomeraze IV 
ParE Podenota E topoizomeraze IV 
Pd/C Zmes paladija v aktivnem ogljiku 
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Phe Fenilalanin 
ppm Delov na milijon (10-6) 
Pro Prolin 
RA Rezidualna aktivnost 
Rf Retencijski faktor 
s Singlet 
S. aureus Staphylococcus aureus 
SAR Odnos med strikturo in delovanjem 
SN2 Nukleofilna substitucija drugega reda 
t Triplet 
T Temperatura 
TFA Trifluoroocetna kislina 
THF Tetrahidrofuran 
Thr Treonin 
TLC Tankoplastna kromatografija 
Topo IV Topoizomeraza IV 
Tyr Tirozin 
VRE Proti vankomicinu odporen Enterococcus faecalis 
VRSA Proti vankomicinu odporen Staphylococcus aureus 
ν Valovno število (cm-1) 
δ Kemijski premik (ppm) 
η Izkoristek 
λ Valovna dolžina 
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1. UVOD 
Bakterije so enocelični organizmi in nekatere izmed njih so pomembne pri zagotavljanju 
normalne funkcije našega organizma. Le majhen odstotek bakterij je patogenih in s tem 
človeku škodljivih. Proti njim se v zadnjem stoletju bojujemo s protimikrobnimi 
učinkovinami. (1, 3) Za pričetek obdobja moderne kemoterapije lahko štejemo Ehrlichovo 
odkritje salvarsana, in s tem sulfonamidov 1930. V t. i. zlati dobi odkrivanja protimikrobnih 
učinkovin, med leti 1940 in 1970, so raziskovalci odkrili in razvili pomembne skupine 
protibakterijskih učinkovin kot so, betalaktami, makrolidi, fluorokinoloni, tetraciklini, 
cefalosporini in aminoglikozidi. Kljub uspehom na področju zdravljenja bakterijskih okužb 
pa ta zdravstveni problem dandanes še zdaleč ni odpravljen. Razvoj bakterijske rezistence 
predstavlja enega večjih javnozdravstvenih izzivov po vsem svetu. V zadnjem času je 
posebej izpostavljena skupina patogenov odpornih proti penicilinom, tetraciklinom, 
sulfonamidom, cefalosporinom, karbapenemom, vedno pogosteje tudi proti 
fluorokinolonom. Poznamo jih pod kratico »ESKAPE« (Enterococcus faecium, S. aureus, 
Klebsiella Pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa in 
Enterobacter species). Našteti mikroorganizmi so odgovorni za povišano smrtnost in resne 
zaplete pri zdravljenju hospitaliziranih in ogroženih skupin ljudi. V bolnišničnem okolju so 
problematični tudi na meticilin odporen S. aureus (MRSA), na vankomicin odporen S. 
aureus (VRSA) in na vankomicin odporni Enterococci (VRE). (3, 4, 7) 
1.1 BAKTERIJSKA REZISTENCA 
Bakterijska rezistenca pomeni, da mikroorganizem (MO) izgubi predhodno občutljivost na 
eno oz. več protibakterijskih učinkovin. To je posledica tako evolucijske prilagoditve MO 
za preživetje, kot tudi pretirane in pogosto nepotrebne oz. napačne uporabe protibakterijskih 
učinkovin. Prepogosto jih namreč ljudje uporabljajo pri virusnih obolenjih ali s predpisano 
terapijo prenehajo predčasno. Eden od razlogov za bakterijsko rezistenco pa je tudi pogosto 
predpisovanje protibakterijskih učinkovin s širokospektralnim delovanjem. (1, 3) 
Odpornost je lahko 1) naravna (intrinzična), pri kateri spontano pride do bodisi insercije, 
delecije, duplikacije ali inverzije v zapisu določenega bakterijskega gena, ali 2) pridobljena, 
ki nastane po stiku MO s protimikrobno učinkovino. Pridobljeni rezistenčni geni se 
integrirajo v bakterijsko DNA. Najpogosteje z medceličnim prenosom preko plazmida, ki se 
deli neodvisno od kromosoma. Prenos genov poteka predvsem s transdukcijo z bakteriofagi 
in konjugacijo preko izrastkov pilusov iz odporne na »še neokuženo« neodporno celico. (4) 
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Slika 1: Primeri mehanizmov bakterijske rezistence. Z zeleno barvo je prikazana celična stena 
bakterijske celice, molekule antibiotika pa v obliki rdeče-belih kapsul. (prirejeno po 22) 
 
Bakterijska celica zmanjša oz. izniči učinek protibakterijskih učinkovin s tvorbo struktur, 
kot so bakterijski biofilm ali kompleksnih kolonij, katere ustvarijo pogoje okolja, kjer je 
učinkovitost zdravila nižja (kisel pH, manjša koncentracija kisika ali odsotnost vode). 
Spremembe v celični steni in membrani (npr. spremembe v strukturi porinov pri Gram 
negativnih (G-) bakterijah) zmanjšajo njuno prepustnost. Akumulacija učinkovine v 
bakterijski celici je lahko zmanjšana tudi zaradi »izmetnih črpalk«. Slednje so eden ključnih 
bakterijskih mehanizmov za razvoj navzkrižne odpornosti (multidrug resistance t. i. MDR), 
saj nizka koncentracija protimikrobne učinkovine znotraj bakterijske celice pospeši razvoj 
nadaljnjih mutacij. Bakterija lahko pridobi odpornost z biosintezo encimov, ki razgrajujejo 
protibakterijske učinkovine, kar je pogosto pri betalaktamskih antibiotikih (encim 
betalaktamaza), kloramfenikol-acetiltransferaza inaktivira kloramfenikol, plazmidne 
transferaze pa aminoglikozidne antibiotike. Bakterija se lahko pred učinkom protimikrobnih 
učinkovin zaščiti tudi z modifikacijo vezavnega mesta, na katerega bi se lahko učinkovina 
potencialno vezala (npr. pri mutaciji Penicilin binding protein, ko pridobi odpornost proti 
penicilinu). (1, 2) 
1.2 PROTIBAKTERIJSKO ZDRAVLJENJE 
Za zdravljenje bakterijske okužbe lahko uporabimo kemoterapevtike, učinkovine sinteznega 
izvora ali antibiotike naravnega oz. polsinteznega izvora. Te učinkovine lahko delujejo tako, 
da zavirajo rast oz. razmnoževanja bakterij, torej bakteriostatično. Ali pa delujejo 
baktericidno, kar pomeni, da uničijo MO. Bistvo načrtovanja protibakterijskih učinkovin je, 
da dosežemo selektivno delovanje le na povzročitelja okužbe, brez vpliva na gostiteljeve 
IRMA-HERMINA KLEMENC MAGISTRSKA NALOGA 
11 
 
 
 
celice t. i. selektivna toksičnost. Selektivno toksičnost lahko dosežemo z delovanjem 
učinkovin na presnovne poti energijsko odvisne sinteze fosfolipidov in aminosladkorjev 
bakterij, kar ni značilnost človeških celic. Sintezo proteinov preprečijo aminoglikozidi, 
tetraciklini in makrolidi z vezavo na ribosomsko podenoto. Polimiksini spremenijo strukturo 
in povečajo permeabilnost membrane, medtem ko betalaktami in glikopeptidi zavirajo 
sintezo celične stene bakterijske celice. Zelo obetavna tarča protimikrobnih učinkovin je 
proces sinteze nukleinskih kislin. Ta proces lahko zaviramo s fluorokinoloni, sulfonamidi 
ali s trimetoprimom, preko direktnega delovanja na DNA molekulo, na DNA oz. RNA 
polimerazo ali DNA-girazo oz. topoizomerazo. (1, 2, 3, 5) 
1.3 TOPOIZOMERAZE 
Naloga encimov topoizomeraz je spreminjanje topološkega stanja molekule DNA. Ta proces 
je potreben ob procesih transkripcije, rekombinacije in podvajanja DNA, pri katerih je 
ključnega pomena dostop do shranjenih informacij v DNA. Topoizomeraze tipa I 
katalizirajo tvorbo energetsko ugodnejše oblike DNA, tako da cepijo eno verigo dvojne 
vijačnice, odvijajo dodatno zvito molekulo ter omogočajo prehod druge verige skozi 
razcepljeno odprtino. Zvijanje molekule DNA pa je naloga topoizomeraz tipa II, s 
cepljenjem obeh verig vijačnice naenkrat in tvorbo negativnega dodatnega zavoja. Oba tipa 
topoizomeraz uporabljata ATP kot vir energije. Prisotna sta v prokariontskih kot tudi 
evkariontskih celicah. Za bakterijske topoizomeraze IIA, človeške DNA topoizomeraze II 
ter druge pripadnike GHKL (Giraza, Hsp90, histidin kinaza, MutL) družine encimov, je 
značilna visoka strukturna podobnost. Gre za ATPazno/kinazno družino encimov, ki imajo 
skupen strukturni motiv v ATP-vezavni regiji. (11, 26) 
Med topoizomeraze IIA spadata esencialna encima bakterijske celice DNA-giraza in 
topoizomeraza IV, ki sta heterotetramerna proteina. Sodelujeta pri podvojevanju, 
popravljanju in razpletanju DNA vijačnic. Topoizomeraza IV je odgovorna za nastanek dveh 
krožnih molekul, saj po koncu podvojevanja razklene novonastali hčerinski molekuli DNA. 
DNA-giraza pomaga sprostiti torzijsko napetost med podvojevanjem, tako da sprosti 
dodatno zvitje molekule DNA pred podvojevalnimi vilicami. Pri tem služi hidroliza ATP 
kot vir energije. Strukturna podobnost DNA-giraze in topoizomeraze IV se kaže v 40% 
ujemanju sekvence AK. Načrtovanje protibakterijskih učinkovin, ki bi hkrati delovale na 
oba encima, bi zmanjšalo verjetnost pojava bakterijske odpornosti. Za razvoj slednje je 
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namreč nujen pojav hkratne mutacije dveh različnih genov bakterije znotraj iste generacije. 
(7, 26) 
STRUKTURA GIRAZE IN TOPOIZOMERAZE IV 
Čeprav celotna kristalna struktura DNA-giraze kot tudi topoizomeraze IV še ni bila 
objavljena, so bile določene strukture številnih strukturnih delov obeh bakterijskih enimov. 
Bakterijska giraza je sestavljena iz dveh podenot GyrA in GyrB, ki skupaj tvorita 
funkcionalni heterodimer A2B2. Podenota giraza A (GyrA) sodeluje pri katalitičnem procesu 
cepitve in združitve dvojne vijačnice DNA med podvojevanjem, pri čemer pride do 
konformacijskih sprememb encima. Potrebno energijo za ta proces zagotavlja druga izmed 
dveh podenot encima, giraza B (GyrB) z vezavnim mestom za ATP. (6, 7) Topoizomeraza 
IV je paralog DNA-giraze in je v obliki heterodimera C2E2. Sestavljena je iz dveh podenot 
ParC homolognih GyrA ter dveh podenot ParE homolognih GyrB. Topoizomeraze II 
evkariontskih celic so sestavljene iz ene podenote in so tako aktivne v obliki homomera. 
Tudi zaradi teh strukturnih razlik sta oba omenjena heterotetramerna encima bakterijskih 
celic, obetavni selektivni tarči novih protibakterijskih učinkovin. (7, 14) 
 
 
Slika 2: Kristalni strukturi bakterijskih encimov topoizomeraz IIA v heterotetramerni obliki. DNA- 
giraza (levo) in topoizomeraze IV (desno). Aktivno mesto, ki je udeleženo pri interakcijah encima z 
DNA se nahaja na podenoti GyrA oz. ParC. ATP-vezavno mesto najdemo na podenotah GyrB oz 
ParE. (14) 
1.4 MEHANIZEM DELOVANJA DNA-GIRAZE 
Čeprav mehanizem delovanja encima DNA-giraze še vedno raziskujejo, je kot model 
delovanja sprejet »mehanizem dvoje-vrat« (ang. »Two-gate«) (Slika 3). Proces prehajanja 
dvojne vijačnice DNA skozi različne faze katalitičnega cikla omogoča troje vrat v strukturi 
DNA-giraze. To so z zaporednim zapiranjem in odpiranjem: N-vrata, DNA-vrata in C-vrata. 
Dve podenoti GyrB oblikujeta N-vrata z mestom za vezavo ATP. N-terminalni domeni GyrA 
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sestavljata C-vrata in DNA-vrata, ki se nahajajo med N-terminalno domeno GyrA in C- 
končno domeno GyrB (TOPRIM domena). (7, 8) 
 
Kot prva se na aktivno mesto bakterijskega encima i) (slika 3) veže DNA veriga z G- 
segmentom (ang. Gate), čemur sledi ii) vezava še druge verige T-segmenta (ang. Transport) 
med obe GyrB podenoti. Cepitev verige DNA v G-segmentu poteka v TOPRIM domeni 
encima. iii) N-vrata se zaprejo po vezavi ATP na GyrB podenoti, ob dimerizaciji ATPazne 
domene. iv) Po odprtju DNA-vrat se T-segment premakne preko G-segmenta, kar povzroči 
v) nastanek negativnega super-navoja DNA molekule. Zaprtje DNA-vrat povzroči povezavo 
G-segmenta s svojim preostalim prekinjenim delom vijačnice, T-segment pa zapusti encim 
skozi C-vrata. Encim je ponovno pripravljen na katalitični cikel, ko molekuli ADP po 
hidrolizi ATP zapustita vezavni mesti in odpreta N-vrata. Ob poteku enega cikla nastaneta 
dva super-zavoja v molekuli DNA, pri čemer se porabita dve molekuli ATP.(9) 
 
 
Slika 3: Pri i) prikazana veriga DNA s T-segmentom in G-segmentom. GyrA in GyrB v relaksiranem 
stanju, z označenima aktivnima mestoma z *. ATP vezavno mesto na GyrB je označeno z °. N- 
terminalna domena GyrA je prikazana z oranžno, N-terminalna domena GyrB s temno modro, C- 
terminalna domena GyrA s svetlo modro, TOPRIM z rdečo, G-segment s črno in T-segment z 
vijolično barvo. S črko »N« so označena N-vrata, z »D« DNA-vrata in »E« C-vrata. (9) 
 
ATP-VEZAVNO MESTO DNA-GIRAZE B 
ATP-vezavno  mesto na  GyrB podenoti,  ki je  ključnega pomena za zagotavljanje energije 
delujočemu encimu,  najdemo  na  N-koncu 220 aminokislin dolge t. i.  domene I  (GHKL). 
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Domena je sestavljena iz treh podenot: ATP-vezavne domene, vezavne domene nukleotidov 
in TOPRIM (topoizomerne-primazne) domene s topoizomerazno aktivnostjo. Slednja je 
zgrajena iz dveh motivov. V enega je vključen glutamatni ostanek, v drugega pa dva 
aspartatna AK ostanka. (16) 
Za transport negativno nabite molekule DNA služi predel GyrB s premerom 20°A, ki je 
obkrožen s pozitivno nabitimi argininskimi ostanki. Temu sledi 170 aminokislinskih (AK) 
ostankov dolga domena II (pretvorna). (9) ATP-vezavno mesto na encimu se nahaja med 2 
in 222 AK ostanki. Sestavljeno je iz osmih beta ravnin in petih alfa zavojev. Katalitično 
mesto encima tvori AK ostanek Glu42 stabiliziran s His38, medtem ko so Asn46, Glu50, 
Asp73, Arg76, Gly77, Ile78 in Thr165 pomembni za interakcije z ATPjem in kompleksiranje 
Mg2+ ionov. Ob spremembi koncentracije Mg2+ kationov oz. njihovi zamenjavi z drugimi 
kationi je zavrto delovanje encima. Asp73, Gly77 in Thr165 tvorijo sistem posrednih 
vodikovih vezi z molekulami kristalne vode, ki so tudi ključni sestavni del aktivnega mesta 
encima. Po napadu protona, ki ga Glu42 odtegne molekuli vode, ATP razpade na ADP in 
fosfat. Lys337 iz domene II na GyrB24 vzpostavi dodatno neposredno vodikovo vez z γ- 
fosfatno skupino ATP-vezavnega mesta. Hidrofobne interakcije so vzpostavljene preko AK 
ostankov Ile78, Ile94 in Val20 z adeninskim ter riboznim delom domene I na GyrB24. 
Hidroksilna (-OH) skupina na mestu 2 riboze in dušik adenina na mestu 3, tvorita dve 
vodikovi vezi s Tyr5´. Dimer je stabiliziran preko hidrofobnih interakcij z Ile10´. (10, 11) 
 
Slika 4: Prikaz interakcij molekule ATP z vezavnim mestom GyrB. AK ostanki, ki tvorijo hidrofobne 
interakcije so prikazani z zeleno barvo, tisti ki z vezavnim mestom tvorijo vodikove vezi pa z modro. 
Posredna vezava AK ostankov preko molekule vode z rumeno, ionska vez Lys337 z svetlo modro ter 
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koordinacijske vezi Mg2+ z rožnato barvo. Vodikove vezi Tyr5' z -OH riboze in dušikovim atomom 
na adeninu so označene z rdečo. (prirejeno po 11) 
Zamenjava His38, Glu42, Asn46, Glu50, Asp73, Arg76, Gly77, Ile78 ali Thr165 z alaninom, 
oz. Lys103 z izolevcinom, privede do zmanjšanja in tudi popolnega upada ATPazne 
aktivnosti. Takšen očiten vpliv spremembe že samo enega AK ostanka na delovanje encima, 
daje širok razpon možnosti za izboljšanje novih zaviralcev bakterijskega encima. (11) 
1.5 ZAVIRALCI TOPOIZOMERAZ IIA 
Klinično so dandanes v uporabi le fluorokinoloni, vendar bakterijska rezistenca proti njim 
narašča. Delovanje fluorokinolonov je pri Gram pozitivnih (G+) bakterijah usmerjeno na 
topoizomerazo IV, pri G- bakterijah pa je primarna tarča DNA-giraza. (11, 23) 
ZAVIRALCI GYR A/PAR C 
Fluorokinoloni ustvarijo stabilni kompleks med molekulo DNA in GyrA/ParC podenotami. 
S stabiliziranjem kovalentne vezi med tirozinskim AK ostankom v aktivnem mestu GyrA 
bakterijskega encima in verigo DNA, zavirajo združitev verig DNA. Tako povzročijo 
celično smrt z zaustavitvijo replikacijskega cikla. (10, 11, 12) Osnovni strukturni skelet 
fluorokinolonov je 6-fluorokinolin-4-on s karboksilno skupino na mestu 3 kinolonskega 
obroča (slika 5). Učinkovine novejših generacij (ciprofloksacin, norfloksacin itd.) izkazujejo 
odličen zaviralni učinek z dobro farmakokinetiko in farmakodinamiko. Kljub temu pa je 
zaradi porasta bakterijske odpornosti predvsem pri G- bakterijah, njihova klinična uporaba 
omejena.  Zaradi kompleksno  grajenih  celičnih  sten G-  bakterijskih  celic,  je  zmanjšana 
prepustnost za molekule učinkovin. Zato se bakterijska 
rezistenca na fluorokinolone pojavi veliko pogosteje. (12, 23, 
24) Drugi razlog tiči v mutacijah genov topoizomeraz, 
predvsem AK ostankov v regiji QRDR (ang. Quinolone- 
resistance determining region). (15, 17) 
Slika 5: Tipični predstavnik fluorokinolonov je ciprofloksacin. Osnovna struktura je 6-fluorokinolin- 
4-on (roza barve) s karboksilno skupino na 3. mestu (obkrožena z modro) in fluorovim atomom na 6. 
mestu (rdeče barve). (prirejeno po 12, 23) 
 
NAČRTOVANJE ZAVIRALCEV DNA-GIRAZE 
Načrtovanje selektivnih zaviralcev bakterijskih encimov ne bi bilo mogoče brez poznavanja 
strukture in načina delovanja DNA-giraze bakterijske celice. Pri preučevanju in načrtovanju 
zaviralcev, ki se vežejo v ATP-vezavno mesto GyrB, so uporabili tehnike strukturno 
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podprtega načrtovanja (SBD), virtualnega rešetanja (VS) in rešetanja visoke zmogljivosti 
(HTS). Poleg računalniških metod so pri načrtovanju in razvoju zaviralcev uporabljali tudi 
metodo načrtovanja na osnovi fragmentov (FBDD, ang. Fragment based drug discovery) s 
pristopom NMR-spektroskopije. (7, 14, 18) 
Iz E. coli je bila kot prva eksperimentalno določena kristalna struktura 43 kDa N- 
terminalnega dela GyrB (GyrB43), v kompleksu z 5´-adenilil-β,γ-imidotrifosfatom 
(ADPNP). Slednjega odlikuje večja stabilnost v vodnem okolju, zato je kot analog ATPja 
primernejši za analitiko. Preučeni sta bili konformacija ob vezavi ADPNP ter relaksirano 
konformacijsko stanje encima ob hkratni prisotnosti njegovega zaviralca simociklina D8 
(slika 6). (7) V primeru kompleksa dimera GyrB43-ADPNP (slika 6a) zgornja zanka preko 
ATP-vezavnega mesta tvori zaprto konformacijo, medtem ko je pri kompleksu GyrB24- 
simociklin D8 nastala odprta konformacija (slika 6b). Ugotovili so, da se enako zgodi v 
primeru tvorbe kompleksa GyrB24 z novobiocinom oz. klorobiocinom. Na tej podlagi so 
postavili hipotezo, da pride po vezavi ATP na GyrB do konformacijskih sprememb. (11, 
26) 
 
 
Slika 6: a) Kristalna struktura GyrB E. coli vezana v kompleksu z nehidrolizirajočim analogom ATP- 
ADPNP (črne kroglice) ter b) GyrA E. coli v kompleksu z zaviralcem simociklinom D8 (struktura iz 
črnih in rdečih kroglic). V obeh primerih encim v kompleksu tvori dimer. (7) 
 
Za doseganje želene biološke uporabnosti ter in vivo aktivnosti zaviralcev, se je med drugim 
potrebno posvetiti problemu selektivnosti njihovega delovanja na bakterijsko DNA-girazo. 
Bakterijski genomi poleg DNA-giraze kodirajo več sto ATP-vezavnih proteinov različnih 
bakterijskih encimov. ATP kompetitivni zaviralci morajo za uspešno delovanje doseči 
vrednost koncentracije ATP molekul v bakterijskih celicah. Pri različnih bakterijskih sevih 
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je znotrajcelična koncentracija ATP v območju 1 do 10 mM doseže pa tudi do 18 mM na 
celico. (26) 
ZAVIRALCI GYR B/PAR E 
Kompetitivni zaviralci ATPazne aktivnosti DNA-giraze B predstavljajo velik napredek pri 
reševanju problema bakterijske rezistence. Poleg tega ne izražajo navzkrižne odpornosti s 
fluorokinoloni. Aminokumarini so prvi razred zaviralcev z delovanjem na ATP-vezavno 
mesto DNA-giraze bakterijske celice. Z vezavo na N-terminalno domeno GyrB/ParE 
blokirajo dostop naravnemu substratu ATP. V omenjeni razred zaviralcev spadajo 
novobiocin, klorobiocin in kumeromicin A1, ki so naravni produkti mikroorganizmov rodu 
Streptomyces. (7, 10) Kot edini predstavnik tega tipa spojin je bil v klinični uporabi le 
novobiocin. Zaradi dobre učinkovitosti proti G+ bakterijam, je v začetku veljal za obetavno 
rešitev proti meticilinu odpornem Staphylococcus aureus (MRSA), vendar je bil zaradi 
toksičnosti in razvoja rezistence odpoklican s trga. (11) Kumeromicin A1 je v in vivo študijah 
izkazoval premočno afiniteto do serumskih proteinov ter se tako kot klorobiocin, ni uveljavil 
v klinični praksi. (7, 10, 18) 
Z analizo kristalne strukture kompleksa novobiocina vezanega na N-terminalni del podenote 
GyrB24, so dodatno raziskali ATP-vezavno mesto DNA-giraze. Novobiocin z vezavo v 
aktivnem mestu encima delno prekriva vezavno mesto naravnega substrata ATP. 
Konformacija novobiocina v ATP-vezavnem mestu je stabilizirana s hidrofobnimi 
interakcijami z Arg76, Ile78, Ile94, Pro79 in Val120. Sladkorni del molekule novobiocina 
L-novioza tvori dve vodikove vezi z Asn46 v adeninskem delu ATP-vezavnega mesta in še 
dve z Asp73 preko karbamatne skupine. Od slednjih dveh vodikovih vezi je ena vezana 
direktno, druga pa posredno preko kristalno vezane molekule vode. Skupno tvori novobiocin 
pet direktnih vodikovih vezi z AK ostanki Asp73, Asn46 in Arg136 ter še štiri indirektne 
vodikove vezi z Val43, Glu50, Asp73 in Thr165 preko treh kristalnih molekul vode. 
Ugotovili so tudi, da lahko dosežejo interakcije z ostalimi deli vezavnega mesta encima, kot 
je interakcija karbonilnega kisika kumarinskega obroča z Arg136. Ravno pogosta mutacija 
slednjega AK ostanka oz. njegova zamenjava z levcinom, glicinom, cisteinom, histidinom 
ali serinom je v veliki meri pripomogla k razvoju bakterijske odpornosti proti novobiocinu. 
Rezistenca E. coli proti aminokumarinom pa je tudi posledica mutacij Gly77, Gly8, Ile94, 
Ala100, Val120, Ser121, Gly164 ali Thr165 (številčeno po E. coli). (7, 11, 17) 
IRMA-HERMINA KLEMENC MAGISTRSKA NALOGA 
18 
 
 
 
Vezavna afiniteta klorobiocina je v primerjavi z novobiocinom znatno višja (KD klorobiocin 
1,2 nM; KD novobiocin 28 nM). Čeprav se klorobiocin veže v vezavno mesto bakterijskega 
encima na podoben način kot novobiocin, je vzrok za močnejšo vezavo klorobiocina v 
strukturni razliki med molekulama. Klorobiocin namreč z metilpirolnim obročem v svoji 
strukturi tvori vodikovo vez z Asp73. Hkrati zasede lipofilni žep ATP-vezavnega mesta ter 
vzpostavi hidrofobne interakcije z Ala47, Val43, Val71 in Val167. Pri vezavi novobiocina, 
pa je ta lipofilni žep vezavnega mesta zapolnjen z dvema molekulama vode. (7, 11) 
 
 
Slika 7: Hidrofobne interakcije 
(vijolična krivulja) ter vodikove vezi ( 
direktne označene z rdečo pikčasto črto, 
posredne z zeleno) aminokumarinskih 
antibiotikov novobiocina (zgoraj) in 
klorobiocina (spodaj) z AK ostanki v 
ATP-vezavnem mestu GyrB. (prirejeno 
po 11, 17) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ciklotialidin je še eden od naravnih 
produktov rodu Streptomyces, ki se 
je izkazal kot potencialna 
učinkovina s širokim spektrom 
protibakterijskega delovanja. 
Ciklotialidin ima v primerjavi z novobiocinom dvakrat večji zaviralni učinek na DNA-girazo 
E. coli in 10-krat večjo selektivnost do bakterijskih topoizomeraz II. Poleg tega ima 30-krat 
boljši zaviralni učinek na DNA-girazo kot fluorokinoloni. (7, 10, 14, 19) V njegovi strukturi 
je 12-členski laktonski skelet iz pentapeptidne verige, sklenjen z resorcinolnim obročem. 
Slednji tvori vodikove vezi (slika 8) v ATP-vezavnem mestu GyrB z AK ostankoma Asp73 
in Val43. Karbonilni kisik estra na peptidnem delu molekule, pa tvori interakcijo  z Asn46. 
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Fenolna –OH skupina na mestu 14 je 
podvržena hitri glukuronidaciji, kar povzroči 
predčasno inaktivacijo ciklotialidina. (11, 13) 
Slika 8: Vodikove vezi resorcinolnega obroča 
ciklotialidina v ATP-vezavnem mestu GyrB 
označene z vijolično črtkano črto. (prirejeno po 11, 
14) 
 
 
Izkazalo se je, da je omenjena fenolna –OH 
skupina ciklotialidina (slika 9d) enakovreden bioizoster 2-karboksipirolu klorobiocina in 
kabamatu novobiocina ter posledično tudi karboksipirolni in karbamatni skupini v strukturi 
kumermicina A1. (slika 9) Vsem skupinam je skupna interakcija z Asp73 v ATP-vezavnem 
mestu bakterijskega encima. Raziskave teh skupin (slika 9) in njihovih interakcij v vezavnem 
mestu so bile pomembne pri nadaljnjem razvoju protigiraznih učinkovin. (7, 10, 14) 
 
 
  
 
Slika 9: Strukturne formule aminokumarinskih zaviralcev GyrB/ParE novobiocina, klorobiocina, 
kumermicina A1 in ciklotialidina. Obkroženi so bioizosterni strukturni deli molekul, ki so ključni za 
interakcijo v ATP-vezavnem mestu GyrB encima. (prirejeno po 7, 10, 12, 14) 
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1.6 RAZVOJ PIROLAMIDNIH ZAVIRALCEV DNA-GIRAZE 
Podrobnejše raziskave odnosa med strukturo odkritih spojin vodnic in njihovim delovanjem 
(SAR), so pripomogle k izboljšanju in vitro ter in vivo učinkovitosti novih razredov 
zaviralcev GyrB. S pomočjo ključnih farmakofornih elementov znanih naravnih spojin, so 
raziskovalci pripravili številne knjižnice novih sinteznih kot tudi polsinteznih potencialnih 
zaviralcev. (7, 11) 
Naravni izolirani alkaloidi iz morskih spužev družine Agelas sp. kot so oroidin, himenidin 
in klatrodin (slika 10) vsebujejo pirolamidni strukturni element. Sintezni analogi teh 
naravnih spojin med drugim izkazujejo delovanje na napetostno odvisne natrijeve kanalčke, 
zaviranje tvorbe bakterijskega biofilma, proapoptotično in protibakterijsko aktivnost. (18) 
 
 
 
 
 
Slika 10: Morski alkaloidi 
oroidin, himenidin in 
klatrodin vsebujejo 
pirolamidni strukturni del 
(rdeče označen) ter 2-aminoimidazol. Razlikujejo se po skupinah vezanih na pirolni obroč (zeleno 
označeno). (18) 
 
Na osnovi teh naravnih spojin so v podjetju Astra Zeneca z uporabo FBDD pristopa z NMR- 
spektroskopijo 24 kDA N-končne domene GyrB S. aureus, ovrednotili knjižnico več kot 
1000 spojin z MM 100-370 Da. Študije so potrdile, da je za zaviranje bakterijske DNA- 
giraze B odgovorna vezava spojin v ATP-vezavnem mestu encima. Ugotovili so, da sta v 
strukturi zaviralca obvezna akceptor vodikove vezi, ki bo preko mostu vzpostavil stik s 
kristalno molekulo vode, ter donor vodikove vezi za direktno interakcijo s karboksilno 
skupino AK ostanka Asp73. Molekule zaviralcev tako z različnimi strukturnimi deli preko 
tvorbe dveh vodikovih vezi z Asp73 (slika 11) oponašajo interakcije adeninskega dela ATP 
molekule v vezavnem mestu encima. 
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Slika 11: Prikaz tvorbe dveh vodikovih vezi adeninskega dela ADPNP (označeno z vijolično) z AK 
Asp73. Od tega je ena od vzpostavljenih vodikovih vez neposredna, druga pa posredna preko 
ohranjene molekule vode (označena z modro barvo). Na robovih so predstavljeni različni strukturni 
motivi nekaterih načrtovanih zaviralcev GyrB/ParE, s katerimi nadomestimo adeninski del ATP 
molekule (označen z vijolično). Predstavljeni strukturni motivi so potrebni za oponašanje interakcij 
adeninskega dela ATP molekule v vezavnem mestu encima. (prirejeno po 11) 
 
Pirolamidni strukturni del (slika 11) tvori dve vodikovi vezi z AK ostankom Asp73 (Asp81 
pri S. aureus) v adeninskem delu ATP-vezavnega mesta GyrB E. coli. Na podlagi tega 
dejstva so načrtovali molekule A, B, C, D (slika 12). Piridinski obroč molekul A in B je 
odgovoren za π-π interakcije z Asp76 izven vezavnega mesta pri E. coli. Tako kot tudi 
karboksilna skupina (na mestu 5 tiazolnega obroča B in C), ki tvori vodikovo vez z Arg136 
E. coli (Arg144 številčeno po S. aureus). Z uvedbo aminotiazolne skupine na osnovni skelet 
pri molekuli C so dosegli dodatne interakcije z gvanidinsko skupino Arg84 (slika 12). 
Klorova atoma na pirolnem obroču molekul B, C in D znižata pKa -NH skupine. S tvorbo 
močnejše vodikove vezi med –NH in Asp73 izboljšata interakcije v lipofilnem žepu ATP- 
vezavnega mesta. (7, 14, 20) 
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V knjižnici spojin v Astra Zeneci so tako odkrili zaviralce DNA-giraze E. coli z aktivnostjo 
v mikromolarnem območju. S strukturno podprto optimizacijo strukturnih delov spojin pa 
so uspeli doseči tudi nanomolarno območje zaviranja. Kot močna zaviralca GyrB E. coli sta 
se izkazali spojini C (IC50 25 nM) in spojina D (IC50 0,9 nM) (slika 12). 
 
 
 
 
Slika 12: Skupino spojin s 
pirolamidnim strukturnim delom 
(rdeče obarvan) so razvili v Astra 
Zeneci z uporabo FBDD metode. 
Posamezni modificirani deli 
molekul, ki so pomembno vplivali 
na izboljšanje njihovih lastnosti 
delovanja so črtkano obkroženi. 
(prirejeno po 7, 14, 21) 
 
 
Čeprav je bila spojina D 
učinkovitejša tako proti G+ kot tudi G- sevom, je bila zaradi boljše topnosti za nadaljnjo 
sintezo analogov izbrana spojina C. Ta deluje baktericidno na S. aureus (z minimalno 
baktericidno koncentracijo; MBK 8 μg/mL), S. pneumoniae (MKB 0,5 μg/mL) ter H. 
influenzae (MKB 4 μg/mL). Čeprav so z modifikacijami molekul dosegli boljše 
bakteriostatično delovanje, se je za pomanjkljivost izkazala predvsem afiniteta do žolčnih 
anionskih transporterjev, kot tudi variabilnost biološke uporabnosti. (7) 
Problem vezave na žolčne anionske transporterje so zmanjšali z N-(1-metoksipropan-2-il) 
acetamidnim delom spojine E (slika 13). Ta zniža kislost molekule s tvorjenjem 
intramolekularne vodikove vezi s karboksilno skupino. Spojina E je dosegla dobro zaviralno 
aktivnost proti GyrB S. aureus (IC50< 10 nM). Navkljub dobremu bakteriostatičnemu 
delovanju z nizkim MIC (0,036 μg/mL za S. aureus, 0,016 μg/mL za S. pneumoniae, 0,13 
μg/mL pri H. influenzae) proti G+ bakterijam oz. nekaterim G- bakterijskim sevom ter dobri 
topnosti v vodi, ni presegla faze I kliničnih študij. Čeprav je osrednji cilj načrtovanih končnih 
protibakterijskih učinkovin dobra in vivo ter in vitro protibakterijska aktivnost z nizko 
toksičnostjo, so velikega pomena tudi dobre ADME lastnosti. (14, 20, 21) 
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Slika 13: Pri spojini E se med karboksilno skupino na tiazolnem 
obroču in N-(1-metoksipropan-2-il) acetamidim strukturnim 
delom tvori intramolekularna vodikova vez (označeno z 
vijolično barvo). (prirejeno po 18, 20, 21) 
 
 
 
 
 
Raziskave zaviralcev DNA-giraze B s pirolamidnim strukturnim delom, ki so jih odkrili pri 
Astra Zeneci, so botrovale k razvoju nove vrste zaviralcev na naši fakulteti z 
bromosubstituiranim pirolamidnim delom. Analoge klatrodina z dibromopirolamidnim 
strukturnim delom (rdeče obarvan na sliki 14) so obogatili z virtualnim rešetanjem na 
podlagi kristalne strukture GyrB E. coli (PDB: 4DUH). Pridobili so zadetke 1-3 (slika 14) z 
IC50 vrednostmi v mikromolarnem območju (170 do 12 μM). Vsem tem molekulam 
zaviralcev je bila skupna 4,5-dibromo-1H-pirolna struktura. (18) 
 
 
Slika 14: Analogi klatrodina z dibromopirolamidnim strukturnim delom (rdeče obarvan). Njihove IC50 
vrednosti v mikromolarnem območju: spojina 1 IC50 170 μM, spojina 2 IC50 120 μM, spojina 3 IC50 
12 μM. (prirejeno po 18) 
 
Dokazali so, da je poleg pirolamidne strukture za dobro zaviralno aktivnost ključnega 
pomena hidrofobnost vezanih skupin na pirolu. Z nadaljnjim raziskovanjem so prišli do 
zaključka, da dibromosubstituirane molekule dosegajo boljše zaviranje encimske aktivnosti 
GyrB kot monobromosubstituirane. Bromovi atomi namreč tvorijo dodatne interakcije v 
lipofilnem žepu ATP-vezavnega mesta. Analog 3 z 4,5,6,7-tetrahidrobenzo[1,2-d]tiazolnim 
strukturnim delom, se je z IC50 12 μM izkazal za najbolj aktivnega ter s tem za primerno 
izhodišče za nadaljnjo optimizacijo. (18) 
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Slika 15: Aktivni analog spojine vodnice klatrodina. 
Spojina 3 tvori vodikove vezi z Asp73 preko amidne 
skupine (modro obarvano). 4,5-dibromo-1H-pirolni 
strukturni del se umesti v lipofilni žep (zelene barve) ATP- 
vezavnega mesta GyrB iz E. coli. (prirejeno po 18). 
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2. NAČRT DELA 
Cilj magistrske naloge je sinteza novih pirolamidnih zaviralcev bakterijskega encima GyrB, 
ob tem pa preučiti najoptimalnejši izbor reakcijskih pogojev, postopkov izolacij ter čiščenja. 
S pomočjo informacij predhodnih raziskav na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani 
bomo oblikovali ponovljivo in predvidljivo sintezno pot do končnih spojin. Z izbiro 
ustreznih reagentov bomo raziskali primerne reakcijske pogoje posameznih korakov 
sintezne poti. Izoblikovali bomo postopke izolacije spojin, s katerimi bomo dosegli čim 
boljše izkoristke posameznih reakcijskih korakov in celokupne sinteze. Preučili bomo 
možnosti sprememb reakcijskih pogojev, da se bomo izognili nastanku neželenih stranskih 
produktov pri posameznih reakcijskih stopnjah in preprečili morebiten razpad spojin. Po 
izolaciji bomo preverili čistost sintetiziranih spojin s tankoplastno kromatografijo (TLC) ter 
določili temperaturo njihovih tališč. Z analiznimi metodami jedrske magnetne resonance 
(NMR), infrardeče spektroskopije (IR) in masne spektrometrije (MS), bomo potrdili 
strukturo sinteznih intermediatov posameznih reakcijskih korakov. Ustreznost končnih 
spojin bomo potrdili s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) in masno 
spektroskopijo visoke ločljivosti (HRMS). 
Pri načrtovanju strukture optimalnih molekul zaviralcev se bomo oprli na predhodne 
rezultate molekularnega sidranja zaviralcev DNA-giraze B v ATP-vezavnem mestu 
bakterijskega encima. Pri optimizaciji dibromopirolamidnih analogov 2- 
aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline se bomo zgledovali po seriji analogov s pirol-2- 
karboksamidnim strukturnim delom na 6. mestu benzo[1,2-d]tiazol-2,6-diamina (slika 16). 
Ti so bili sintetizirani na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo Univerze v 
Ljubljani. 
 
 
 
 
Slika 16: Izhajali smo iz serije analogov s pirol-2- 
karboksamidnim strukturnim delom na 6. mestu 
benzo[1,2-d]tiazol-2,6-diamina. (18) 
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Slika 17: Prikaz interakcij zaviralca s pirol-2-karboksamidnim strukturnim delom na mestu 6 
benzotiazol-2,6-diaminskega skeleta v ATP-vezavnem mestu DNA-giraze B E. coli. (18) 
 
Na podlagi dokazanih interakcij v kristalni strukturi PDB koda 5L3J (slika 17) želimo doseči 
interakcijo z Asp73 v ATP-vezavnem mestu. AK ostanek Asp73 bo s karboksilno skupino 
tvoril neposredno vodikovo vez preko -NH skupine na 4,5-dibromopirolamidnem delu 
molekule. Posredno bo vzpostavil vodikovo vez z ohranjeno molekulo vode tudi karbonilni 
kisik (slika 18). Atomi broma bodo tvorili Van der Waalsove interakcije z Val167, Val71, 
Val43, Ala46 in Val120 v hidrofobnem žepu GyrB (slika 18) ter tako vplivali na večjo 
lipofilnost pirolnega strukturnega dela molekule zaviralca. Vodikova vez pirolove -NH 
skupine z Asp73 bo močnejša zaradi elektronakceptorskih lastnosti bromovih atomov, ki 
znižajo pKa –NH skupine. (18) 
 
Slika 18: Prikaz vodikovih vezi (z rdečo črtkano črto) med 4,5-dibromopirol-2-karboksamidnim 
strukturnim delom in Asp73 AK ostankom GyrB E. coli ter ohranjeno molekulo vode (roza barve). 
Atomi broma se umestijo (označeno z zeleno) v hidrofobni žep GyrB (prirejeno po 18). 
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Z benzotiazolnim delom molekule, ki bo predstavljal osnovni skelet molekule zaviralca, 
bomo posnemali sladkorni strukturni del klorobiocina. Benzotiazolni skelet bo tvoril 
hidrofobne interakcije z Glu50, Gly77, Ile78, Pro79 AK ostanki, karboksilna skupina (slika 
19) pa vodikove vezi s stransko Arg136. 
 
Slika 19: Hidrofobne interakcije benzotiazolnega skeleta so označene z roza barvo, predvidene 
vodikove vezi karboksilne skupine z AK ostankom Arg136 pa z modro barvo. Lipofilni skupini (R2) 
na –OH skupini na 3. mestu benzotiazolnega skeleta sta prikazani z zeleno barvo. 
Na 4. mesto benzotiazolnega skeleta molekule bomo uvedli acetoksi-, benziloksi- in 2- 
etoksi-2-oksoetoksi- skupino. Na ta način bomo predvidoma tvorili še neizkoriščene 
interakcije v lipofilnem žepu encima, ki ga omejujejo AK ostanki Glu50, Gly77, Ile78 in 
Pro79. Raziskali bomo izvedljivost posameznih korakov sinteze ob predvidenih reakcijskih 
pogojih z upoštevanjem različne stabilnosti spojin in možnost njihove izolacije. Z različnimi 
optimizacijami sintezne poti 4,5-dibromopirolamidnih analogov 2-aminobenzo[d]tiazol-6- 
karboksilne kisline bomo pripomogli k optimalnejšemu načrtovanju prihodnjih sinteznih 
poti pirolamidnih zaviralcev. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 REAGENTI IN TOPILA 
Pri laboratorijskem eksperimentalnem delu smo uporabljali reagente in topila proizvajalcev 
MERCK (Nemčija), SIGMA-ALDRICH (ZDA, VB, Švica), Acros Organics (Velika 
Britanija), FLUKA CHEMICA (Švica). 
3.2 APARATURE 
Standardna laboratorijska oprema: električni grelnik z magnetnim mešalnikom IKA RH 
Basic s termometrom IKA ETS-D4 fuzzy, rotavapor (Buchi Rotavapor R-114) z grelno 
kadičko (Buchi Heating Waterbath B-480) in vakuumsko črpalko (Buchi V-100), UV-lučka 
(Camag UV-cabinet II), grelna pištola (Einhell Heißluftpistole TC-HA 2000/1), 
laboratorijska tehnica (Sartorius BL6). Temperaturo tališč smo določali s Kofflerjevim 
talilnim mikroskopom z ogrevalno mizico Leica. 
3.3 KROMATOGRAFSKE METODE 
Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Kot stacionarno fazo smo uporabljali plošče Merck Kieselgel 60 F254 z 0,20 mm nanosom 
silikagela na aluminijastem nosilcu. Za razvijanje ploščic uporabljali zmes etil acetata in 
heksana v različnih razmerjih (1/3, 1/1, 3/1, 1/4), zmes diklorometana in metanola (15/1, 
10/1, 9/1, 2/1) ter zmes kloroforma in metanola (20/1. Za detekcijo spojin na 
kromatografskih ploščah smo uporabljali UV lučko pri valovni dolžini 254 nm.  Za 
indentifikacijo nekaterih spojin pa orositvena reagenta ninhidrin in FeCl3. 
Kolonska kromatografija 
Kot stacionarno fazo smo uporabili silikagel 60 proizvajalca Merck z velikostjo delcev 0,040 
– 0,063 mm. Za mobilno fazo smo uporabili mešanico etil acetata in heksana v razmerju 1/1. 
Čistoto in sestavo zbranih eluatov smo preverjali s TLC pri valovni dolžini 254 nm. 
3.4 SPEKTROSKOPSKE METODE 
Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
1H NMR in 13C NMR spektre smo posneli na spektrometru Bruker Avance III 400 pri 400 
MHz (oz. 100 MHz) na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Preiskovane vzorce smo 
raztopili v topilih dimetilsulfoksid (DMSO)-d6 in kloroformu (CDCl3), za interni standard 
pa smo uporabili TMS. Spektre smo analizirali s programom MestReC 4.8.6.0 proizvajalca 
Mestrelab Research S. L. Kemijske premike smo podali v enotah »parts per million« (ppm). 
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Infrardeča spektroskopija (IR) 
IR spektre smo posneli na spektrofotometru Thermo Nicolet Nexus 470 ESP FT-IR s tehniko 
oslabljene popolne odbojnosti (ATR, ang. attenuated total reflectance). Analizirali smo jih 
s programom Omnic E.S.P.5.2. 
Masna spektrometrija (MS) 
Masne spektre je posnela ga. Damijana Zalar na spektrometru Advion expression CMSL z 
ESI tehniko na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. 
3.5 RAČUNALNIŠKE METODE 
Za risanje struktur in reakcijskih shem ter poimenovanje spojin smo uporabili računalniški 
program ChemBioDraw Ultra 12.0 proizvajalca CambridgeSoft. 
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4. EKSPERIMENTALNI DEL 
4.1. Reakcijske sheme 
V prvi stopnji smo karboksilno skupino 3-hidroksi-4-nitrobenzojske kisline (spojina 1) 
zaščitili v obliki metilnega estra (2). Sintezo smo nadaljevali z uvedbo benzilne (spojina 3a) 
oz. etil acetatne skupine (spojina 3b) na prosto -OH skupino spojine 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Shema 1: Sinteza spojin 3a-b. Reagenti in pogoji: (a) MeOH, SOCl2, 65 °C 24 h, (b) BzBr, K2CO3, Me2CO, 
60 °C, 24 h (za sintezo spojine 3a) ali C4H7O2Br, K2CO3, Me2CO, 5 h (za sintezo spojine 3b) 
Sledil je poskus pretvorbe nitro skupine spojin 3a-b v amino skupino z redukcijo. Ob uporabi 
kositrovega klorida dihidrata smo iz spojine 3a uspešno sintetizirali spojino 4a. Reakcija 
redukcije spojine 3b s katalitskim hidrogeniranjem ni bila uspešna. Spojino 4a smo nato 
ciklizirali do 5a s kalijevim tiocianatom ob prisotnosti broma. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Shema 2: Sinteza spojine 
5a in poskus sinteze spojine 5b. Reagenti in pogoji: (c) SnCl2 x 2H2O, EtOH, 75 °C, 24 h (za sintezo spojine 
4a) ali (c2 ) MeOH, Ar, 10 % Pd/H2, 24 h (za sintezo spojine 4b), (d) CH3COOH, KSCN, Br2, RT, 24 h 
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Na sintetizirano molekulo 5a smo pripeli 4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksilno kislino, ki 
smo jo predhodno aktivirali v obliki kislinskega klorida z oksalil kloridom (13). S tvorbo 
amidne vezi smo dobili spojino 6. 
. 
 
 
 
 
 
 
 
Shema 3: Sinteza spojine 6. Reagenti in pogoji: (e) toluen, 130 °C, 15 h 
 
V zadnji stopnji sinteze smo izvedli hidrolizo metilnega estra v bazičnih pogojih in s tem 
pridobili spojino 7. 
 
 
Shema 4: Sinteza končne spojine 7. Reagenti in pogoji: 1,4-dioksan, 2 M NaOH, 80 °C, 8-10 dni 
 
 
Na shemi 5 je predstavljena sinteza 4,5-dibromo-1H-pirol-2-karbonil klorida 13. V prvi 
stopnji smo izvedli N-aciliranje pirola s trikloroacetilkloridom ob prisotnosti trietilamina v 
nadzorovani argonovi atmosferi. Sledilo je bromiranje spojine 10, s čimer smo pripravili 
spojino 11. V naslednji stopnji smo s 4 M NaOH, hidrolizirali trikloroacetilno skupino do 
proste karboksilne kisline (12). Slednjo smo nato aktivirali z oksalil kloridom do kislinskega 
klorida (spojina 13) 
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Shema 5: Sinteza 4,5-dibromo-1H-pirol-2-karbonil klorida (13). Reagenti in pogoji: (g) THF, NEt3, Ar, 0 °C, 
nato RT, 2,5 h (h) CHCl3, Ar, Br2, 0 °C, nato RT, 2 h, (i) i) THF, 4 M NaOH, RT, 24 h, ii) HCl, (j) CH2Cl2, Ar, (COCl)2, RT, 
24 h 
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4.2. Splošni sintezni postopki načrtovanih spojin 
Sinteza metil 3-hidroksi-4-nitrobenzoata (2) 
 
 
 
 
 
3-hidroksi-4-nitrobenzojsko kislino (1) (8,54 g, 46,64 mmol) raztopimo v brezvodnem 
MeOH (85 mL). Ob mešanju na ledeni kopeli (0°C) dokapamo SOCl2 (140 mmol). Reakcija 
poteka čez noč ob segrevanju na 65°C s priklopljenim povratnim hladilnikom. MeOH 
uparimo pod znižanim pritiskom in surov trden preostanek raztopimo v EtOAc (150 mL). 
Organsko fazo ekstrahiramo z nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (2 x 50 mL) in z nasičeno 
vodno raztopino NaCl (2 x 50 mL). Sušimo z Na2SO4, filtriramo ter uparimo topilo pod 
znižanim pritiskom. 
 
 
 
Elementna sestava C8H7NO5 Mr: 197,03 
Izgled Rumena trdna snov (7,62 g) 
Izkoristek(η) 82,92 % 
Retencijski faktor (Rf) (etil acetat/heksan=1/3): 0,42 
1H NMR 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  ppm 3,88 (s, 3H, CH3) 7,48 
(dd, J = 8,85; J= 1,88 Hz, 1H, H-Ar), 7,69 (s, 1H, H-Ar), 7,97 
(d, J = 8,81 Hz, 1H, H-Ar), 11,5 (s, 1H, OH) 
IR (ATR) 
3455,75; 1720,01; 1584,99; 1434,36; 1321,71; 
1282,90; 1221,28; 1245,67; 1097,97; 1066,37; 
965,44; 841,12; 743,44; 668,48 
Tališče 77,2 °C 
MS (m/z) 196,0 [M-H]+ 
 
 
Sinteza metil 3-acetoksi-4-nitrobenzoata (3c) 
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Metil 3-hidroksi-4-nitrobenzoat (2) (6,71 g, 34mmol) raztopimo v THF (50 mL), dodamo 
trietilamin (3,44 g, 34 mmol) in počasi dokapamo acetil klorid (2,42 mL, 34 mmol). Reakcija 
poteka ob mešanju na sobni temperaturi čez noč. Odfiltriramo trdni preostanek in ga speremo 
s THF. Preostalo topilo uparimo pod znižanim pritiskom. Trdne preostanke združimo in 
raztopimo v EtOAc (100 mL). Organsko fazo ekstrahiramo z nasičeno vodno raztopino 
NaHCO3 (2 x 50mL) in z nasičeno vodno raztopino NaCl (2 x 50mL). Sušimo z Na2SO4, 
filtriramo ter uparimo topilo pod znižanim pritiskom. Spojino čistimo s kristalizacijo iz dietil 
etra. 
 
Elementna sestava C12H15NO5 Mr: 239 
Izgled Rumeni kristali (0,94 g) 
Izkoristek(η) 93,57 % 
Retencijski faktor (Rf) (etil acetat/heksan=1/3): 0,293 
1H NMR 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)   ppm 2,35 (d, J = 3,75 Hz, 
3H,  -OCOCH3), 3,92 (s, 3H, CH3), 8,01 (d, J = 1,59 Hz,  1H, 
Ar-H), 8,03-8,07 (m, 1H, Ar-H), 8,24-8,28 (m, 1H, Ar-H) 
Tališče 61,6 °C 
 
Sinteza metil 3-(benziloksi)-4-nitrobenzoata (3a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Metil 3-hidroksi-4-nitrobenzoat (2) (7,62 g, 38,7 mmol) raztopimo v acetonitrilu (70 mL) in 
ob mešanju na sobni temperaturi dodamo K2CO3 (10,7 g, 77,3 mmol). Dokapamo 
benzilbromid (42,5 mmol, 4,2 mL) ter pustimo reakcijo potekati čez noč ob segrevanju na 
60 °C s priklopljenim povratnim hladilnikom. Nastalo oborino odfiltriramo, speremo z 
acetonitrilom ter uparimo preostalo topilo pod znižanim pritiskom. Vse surove preostanke 
združimo in jih raztopimo v EtOAc (100 mL). Organsko fazo ekstrahiramo z vodo (2 x 75 
mL) in z nasičeno vodno raztopino NaCl (2 x 75 mL). Posušimo z Na2SO4, filtriramo ter 
uparimo topilo pod znižanim pritiskom. 
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Elementna sestava C15H13NO5 Mr: 287,08 
Izgled Svetlo rumena trdna snov (8,4 g) 
Izkoristek(η) 75,63 % 
Retencijski faktor (Rf) (etil acetat/heksan=1/3): 0,32 
 
1H NMR 
1H NMR (400 MHz, Solvent)  ppm 3,96 (s, 3H, CH3), 5,29 
(s, 2H, Bz-CH2), 7,35-7,45 (m, 5H, Bz-H-Ar), 7,48 (d, J = 4,89 
Hz,  1H,  H-Ar),  7,69 (d, J=8.81 Hz,  1H,  H-Ar), 7,83(dd, J = 
8,86, J=1,88 Hz, 1H, H-Ar) 
 
IR (ATR) 
3403,85; 1730,25; 1605,19; 1524,71; 1439,67; 
1421,93; 1382,82; 1295,50; 1267,23; 1212,43; 
1189,20; 1115,17; 1082,60; 1000,77; 981,28; 
917,72; 850,70; 830,94; 762,60; 746,67; 700,64 
Tališče 74,8 °C 
MS (m/z) 286,1 [M-H]+ 
 
Sinteza metil 3-(2-etoksi-2-oksoetoksi-)-4-nitrobenzoata(3b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Metil 3-hidroksi-4-nitrobenzoat (2) (4,58 g, 23,3 mmol) raztopimo v acetonu (120 mL), 
dodamo K2CO3 (9,65 g, 69,8 mmol) in dokapamo etilbromoacetat (2,84 mL, 25,6 mmol). 
Reakcija poteka čez noč ob segrevanju na 45 °C s priklopljenim povratnim hladilnikom. Pod 
znižanim pritiskom uparimo topilo, oljnat preostanek redčimo z EtOAc (100 mL). Dobljeno 
organsko fazo ekstrahiramo z vodo (2 x 70 mL) in z nasičeno raztopino NaHCO3 (2 x 70 
mL). Organsko fazo sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo EtOAc pod znižanim pritiskom. 
Dobljeni produkt čistimo s prelivanjem s petroletrom (15 mL), oborino odfiltriramo z 
odsesavanjem in nato čistimo s kristalizacijo iz dietil etra. 
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Elementna sestava C12H13NO7 Mr: 283,1 
Izgled Svetlo rumeni kristali (4,96 g) 
Izkoristek(η) 75,17 % 
Retencijski faktor (Rf) 
(diklorometan/metanol=10/1): 0,90 
(etil acetat/heksan=3/1): 0,28 
 
1H NMR 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  ppm 1,22 (s, 3H, 
OCHCOOCH2CH3), 3,89 (s, 3H, CH3), 4,18 (q, J = 7,10 Hz, 
2H,  OCHCOOCH2CH3),  5,31  (s,  1H,  OCH2COOCH2CH3), 
7,72 (dd, J=9,81; 3,10 Hz, 1H, H-Ar), 8,02 (s, 1H, H-Ar), 8,22 
(d, J = 16,18 Hz, 1H, H-Ar) 
IR (ATR) 
3493.95, 1747.79, 1724.86, 1519.88, 1439.12, 
1352.14, 1291.76, 1269.53, 1204.89, 1092.08, 
1058.48, 980.41, 834.43, 771.70, 742.51 
Tališče 61,7 °C 
MS (m/z) 284,1 [M+H]+ 
HRMS 
(ESI) m/z ([M-H]-) 
Izračunana masa: 283,069 
Izmerjena masa: 284,076 
 
Sinteza metil 4-amino-3-(2-etoksi-2-oksoetoksi) benzoata (4b) 
 
 
 
 
 
Etil 3-(2-etoksi-2-oksoetoksi-)-4-nitrobenzoat (3b) (2,713 g, 9,584 mmol) raztopimo v 
brezvodnem MeOH (100 mL). Prepihujemo z argonom 15 min v zaprtem sistemu, nato 
dodamo Pd/C (10 %, 0,2713 g) in prepihujemo z vodikom. Reakcija poteka v vodikovi 
atmosferi na sobni temperaturi čez noč. Odfiltriramo Pd/C in uparimo MeOH pod znižanim 
pritiskom. Trden produkt čistimo s prelivanjem s petroletrom (8 mL), oborino odfiltriramo 
z odsesavanjem in čistimo s kristalizacijo iz dietil etra. 
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Elementna sestava C12H15NO5 Mr: 253,1 
Izgled Beli kristali (0,568 g) 
Izkoristek(η) 23,4 % 
Retencijski faktor (Rf) (etil acetat/heksan=1/3): 0,21 
 
1H NMR 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  ppm 1,23 (t, J = 7,10; 7,10 
Hz, 3H, -OCHCOOCH2CH3), 3,82 (s, 3H, CH3) 4,20 (q, J = 
7,11 Hz, 2H, OCH2COOCH2CH3), 4,79 (s, 1H, 
OCH2COOCH3), 5,70 (s, 2H, NH2), 6,99 (d, J=8,22 Hz, 1H, 
H-Ar), 7,22 (d, J = 1,74 Hz, 1H, H-Ar), 7,42 (dd, J = 8,86; 
1,88 Hz, 2H, 1H-Ar) 
 
IR (ATR) 
3451,55; 1747,96; 1674,89; 1621,23; 1581,32; 
1516,00; 1450,01; 1434,22; 1309,68; 1294,90; 
1268,75; 1227,43; 1203,33; 1184,95; 1110,85; 
1059,73; 1023,12; 988,59; 876,37; 764,11; 720,51; 
593,88; 566,99 
Tališče < 200 °C 
MS (m/z) 254,1 [M+H]+ 
HRMS 
(ESI) m/z ([M-H]-) 
Izračunana masa: 253,095 
Izmerjena masa: 254,1023 
 
Sinteza metil 4-amino-3-(benziloksi) benzoata (4a) 
 
 
 
 
 
Metil 3-(benziloksi)-4-nitrobenzoat (3a) (8,4 g, 29,26 mmol) raztopimo v EtOH (100 mL) 
ter ob mešanju na sobni temperaturi dodamo SnCl2 x 2H2O (33,02 g, 70,5 mmol). Reakcija 
poteka čez noč ob segrevanju na 75 °C s priklopljenim povratnim hladilnikom. Reakcijo 
ustavimo z dodatkom mešanice ledu in vode (50 mL). V reakcijsko zmes dokapamo nasičeno 
vodno raztopino NaHCO3 do pH 7 in ekstrahiramo z EtOAc (9 x 50 mL). Združene organske 
faze sušimo z Na2SO4, filtriramo ter uparimo topilo pod znižanim pritiskom. Spojino čistimo 
s kristalizacijo iz dietil etra. 
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Elementna sestava C15H15NO3 Mr: 257,1 
Izgled Beli kristali (1,455 g) 
Izkoristek(η) 19,35 % 
Retencijski faktor (Rf) (etil acetat/heksan=1/3): 0,30 
 
1H NMR 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  ppm 3,77 (s, 3H, CH3), 5,22 
(s, 2H,  Bz-CH2), 5,70 (s, 2H, NH2), 7,31-7,35 (m, 2H, H-Ar), 
7,38-7,42 (m, 5H, Bz- H-Ar), 7,50-7,52 (dd,, J=8,86; 1,88 Hz, 
1H, H-Ar), 7,63 (d, J = 1,71 Hz, 1H, H-Ar) 
IR (ATR) 
3391,99; 1680,37; 1619,10; 1437,64; 1314,27; 
1291,07; 1263,65; 1219,34; 1185,93; 1106,01; 
1018,05; 994,40; 764,15; 735,52; 693,11 
Tališče 83,6 °C 
MS (m/z) 258,4 [M+H]+ 
HRMS 
(ESI) m/z ([M-H]-) 
Izračunana masa: 257,11 
Izmerjena masa: 258,1124 
 
 
Sinteza metil 2-amino-4-(benziloksi)benzo[d]tiazol-6-karboksilata (5a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Metil 4-amino-3-(benziloksi)benzoat (4a) (1,45 g, 5,66 mmol) raztopimo v ocetni kislini 
(22,64 mL) in dodamo kalijev tiocianat (2,2 g, 22,6 mmol). Reakcijsko zmes hladimo na 10 
°C, nato počasi (cca 20 min) dokapamo mešanico broma (0,58 mL, 11,3 mmol) in ocetne 
kisline (10 mL). Reakcija poteka čez noč ob mešanju na sobni temperaturi. Reakcijsko zmes 
ohladimo na vodni kopeli na 10 °C in dokapamo 25 %  raztopino amonijaka (20 mL) do pH 
9. Izpadlo oborino odfiltriramo z odsesavanjem, suspendimo v mešanici EtOAc (80 mL) in 
vode (20 mL) ter ponovno odfiltriramo z odsesavanjem. Rjavo rumeno oborino 
suspendiramo v brezvodnem MeOH, segrevamo do vrenja in izpadlo oborino odfiltriramo z 
odsesavanjem. Spojino 5a čistimo s kolonsko kromatografijo (MF= etil acetat/heksan=1/1). 
Združimo vse frakcije z Rf: 0,68 in uparimo topilo pod znižanim pritiskom. Preostanek 
raztopimo v MeOH, segrevamo do vrenja in izpadlo oborino odfiltriramo z odsesavanjem. 
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Elementna sestava C16H14N2O3S Mr: 314,07 
Izgled Svetlo rumena trdna snov (1,72 g) 
Izkoristek(η) 96,47 % 
Retencijski faktor (Rf) 
(etil acetat/heksan=1/1): 0,68 
(diklorometan/metanol=20/1): 0,836 
 
1H NMR 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  ppm 3,83 (s, 3H, CH3), 5,23 
(s, 2H, Bz-CH2), 7,32-7,35 (m, 2H, H-Ar), 7,36 (dd, J = 4,88; 
3,65 Hz, 1H), 7,38-7,52 (m, 5H, Bz- H-Ar), 7,90 (s, 2H, NH2), 
7,97 (d, J = 1,50 Hz, 2H, H-Ar) 
IR (ATR) 
3500,95; 2176,77; 1700,24; 1615,38; 1525,96; 
1431,80; 1302,62; 1271,05; 1228,38; 1197,00; 
1102,28; 1037,27; 762,06; 736,67; 698,47 
Tališče <150 °C 
MS (m/z) 315,1 [M+H]+ 
HRMS 
(ESI) m/z ([M-H]-) 
Izračunana masa: 314,07 
Izmerjena masa: 315,079 
 
Sinteza metil 4-(benziloksi)-2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2- 
karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilata (6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Metil 2-amino-4-(benziloksi)benzo[d]tiazol-6-karboksilat (5a) (1 g, 3,175 mmol) raztopimo 
v toluenu (100 mL) in združimo z raztopino 4,5-dibromo-1H-pirol-2-karbonil klorida (13) 
(0,912 g, 3,175 mmol) v toluenu (20 mL). Reakcija poteka čez noč ob segrevanju na 130 °C 
s priklopljenim povratnim hladilnikom. Reakcijsko zmes ohladimo na ledeni kopeli (0 °C), 
izpadlo rjavo oborino odfiltriramo z odsesavanjem in jo spiramo z 0,01 M HCl (10 mL). 
Oborino odfiltriramo z odsesavanjem ter spiramo z brezvodnim MeOH (70 mL). Rjavo 
oborino odfiltriramo, nato jo čistimo s prelivanjem z metanolom v kloroformu (1/20). Topilo 
uparimo pod znižanim pritiskom in posušimo svetlo rjav preostanek. 
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Elementna sestava C21H15Br2N3O4S Mr: 562,9 
Izgled Svetlo rjava trdna snov (0,058 g) 
Izkoristek(η) 40,4 % 
Retencijski faktor (Rf) (diklorometan/metanol=9/1): 0,71 
 
1H NMR 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  ppm 3,88 (s, 3H, CH3), 5,30 
(s,  2H,  Bz-CH2), 7,39-7,46 (m, 5H, Bz- H-Ar), 7,53-7,55 (m, 
2H, H-Ar), 7,62 (d, J= 8,5 Hz, 1H, H-Ar), 8,30 (d, J = 1,52 Hz, 
2H, H-Ar), 12,93(s, 1H, pirol-NH), 13,27 (s, 1H, NHCO) 
 
IR (ATR) 
3481,95; 2186,68; 1704,50; 1693,25; 1673,92; 
1524,78; 1432,12; 1380,90; 1289,86; 1275,08; 
1235,56; 1201,94; 1175,83; 1028,63; 765,36; 
733,37; 695,72; 554,88; 515,29 
Tališče <150 °C 
MS (m/z) 563,8 [M-H]+ 
HRMS 
(ESI) m/z ([M-H]-) 
Izračunana masa: 562,915 
Izmerjena masa: 561,907 
 
Sinteza metil 4-(benziloksi)-2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2- 
karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline (7) 
 
 
 
Metil 4-(benziloksi)-2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)benzo[d]tiazol-6- 
karboksilat (6) (0,02 g, 0,035 mmol) raztopimo v 1,4-dioksanu (10 mL) in dokapamo 2 M 
NaOH (7 mg, 0,177 mmol). Reakcijo pustimo potekati 72 h ob segrevanju na 80 °C s 
priklopljenim povratnim hladilnikom. Ponovno dokapamo 2 M NaOH (7 mg, 0,177 mmol) 
ter pustimo reakcijo potekati še 4 dni na 80 °C s priklopljenim povratnim hladilnikom. Pod 
znižanim pritiskom uparimo topilo. Trdni preostanek raztopimo v vodi (10 ml) in 
ekstrahiramo z EtOAc (20 mL). Vodno fazo nakisamo z 2 M HCl do pH 2-3. Reakcijsko 
zmes hladimo na ledeni kopeli (0 °C), dokler ne izpade svetlo rumeno rjava oborina, ki jo 
odfiltriramo s odsesavanjem in prelijemo s THF. Topilo uparimo pod znižanim pritiskom in 
oborino raztopimo v MeOH. Segrevamo do vrenja in izpadlo oborino odfiltriramo z 
odsesavanjem. Rjavo rumeno oborino prelijemo z DMF, odfiltriramo s odsesavanjem in 
posušimo. 
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Elementna sestava C20H13Br2N3O4S Mr: 548,9 
Izgled Rjavo rumeni kristali (0,965 g) 
Izkoristek(η) 82,6 % 
Retencijski faktor (Rf) 
(diklorometan/metanol=10/1): 0; 
(diklorometan/metanol=15/1): 0 
 
1H NMR 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  ppm 5,32 (s, 2H,  Bz-CH2), 
7,38-7,55 (m, 5H, Bz- H-Ar), 7,56-7,61 (m, 2H, H-Ar), 7,63 (d, 
J=1,08 Hz, 1H,  H-Ar),  7,92 (s,  1H,  pirol-NH),  8,25 (d, 1H, 
pirol-NH), 8,30 (d, J = 1,53 Hz, 2H, H-Ar),   12,90 (s, 1H, 
NHCO), 13,25 (s, 1H, COOH); 13,26 (s, 1H, NHCO) 
IR (ATR) 3491,95; 2166,66; 1964,55; 1078,21; 948,78 
Tališče 106,3 °C kristalizacija; <200 °C 
MS (m/z) 547,9 [M-H]+; 549,9; 551,9 [M-H]- 
625,8 [M-Br]+; 627,8; 629,8 [M+Br]+ 
HRMS 
(ESI) m/z ([M-H]-) 
Izračunana masa: 548,899 
Izmerjena masa: 547,892 
 
 
Sinteza 2,2,2-trikloro-1-(1H-pirol-2-il)etanona (10) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pirol 8 (3 g, 44,71 mmol) suspendiramo v THF (60 mL), ob mešanju dodamo trietilamin (9) 
(8,05 mL, 58,12 mmol) in prepihujemo z argonom 15 min v zaprtem sistemu. Na ledeni 
kopeli (0 °C) postopoma dokapamo trikloroacetilklorid (5,5 mL, 49,18 mmol). Reakcija 
poteka 2,5 h ob mešanju na sobni temperaturi. Reakcijo ustavimo z NaHCO3 (15 mL) in 
pustimo mešati še 15 min. THF uparimo pod znižanim pritiskom in surov preostanek 
suspendiramo v EtOAc (150 mL). Ekstrahiramo z nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (2 x 
100 mL), z 10 % citronsko kislino (100 mL) in z nasičeno vodno raztopino NaCl (100 mL). 
Sušimo z Na2SO4, filtriramo ter uparimo EtOAc pod znižanim pritiskom. Spojino očistimo 
s kristalizacijo iz heksana. 
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Elementna sestava C6H4Cl3NO Mr: 212,45 
Izgled Sivo črni kristali (3,65 g) 
Izkoristek(η) 38,4 % 
Retencijski faktor (Rf) (etil acetat/heksan=1/4): 0.4 
1H NMR 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  ppm 6,40-6,43 (m, 1H, 
pirol-CHa), 7,19-7,21 (m, 1H, pirol-CHb), 7,40-7,42 (m, 1H, 
pirol-CHc), 9,51 (s, 1H, pirol-NH) 
IR (ATR) 
3315, 3145, 1650, 1535, 1423, 1383, 1264, 1136, 
1036, 932, 807, 686 
Tališče 72 °C 
 
Sinteza 2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)etanona (11) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2,2,2-trikloro-1-(1H-pirol-2-il)etanon (10) (3,65 g, 17,2 mmol) raztopimo v kloroformu (100 
mL) in prepihujemo z argonom 10 min v zaprtem sistemu ob mešanju. Na ledeni kopeli (0 
°C) počasi dokapavamo brom (2,66 mL, 51,6 mmol) v kloroformu (7 mL). Reakcija poteka 
2 h ob mešanju na sobni temperaturi. Reakcijo ustavimo z 10 % vodno raztopino NaHSO3 
(100 mL) in pustimo mešati še 30 min. Vodno fazo ekstrahiramo z diklorometanom (3 x 
100mL). Združene organske faze ekstrahiramo z nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (2 x 
100mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl (2 x 100 mL). Sušimo z Na2SO4, filtriramo ter 
uparimo topilo pod znižanim pritiskom. Spojino čistimo s kristalizacijo iz heksana. 
 
 
 
Elementna sestava C6H2Br2Cl3NO Mr: 370,25 
Izgled Sivo rjavi kristali (8,51 g) 
Izkoristek(η) 44,5 % 
Retencijski faktor (Rf) (etilacetat/heksan=1/4): 0,5 
1H NMR 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  ppm 7,36 (d, 1H, J=2,8 Hz, 
pirol-CH), 9,61 (s, 1H, pirol-NH) 
IR (ATR) 
3282, 3134, 2964, 1654, 1530, 1402, 1364, 1223, 
1160, 1134, 982, 838, 683 
Tališče ---- 
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Sinteza 4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksilne kisline (12) 
 
 
 
 
 
2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)etanon (11) (8,51 g, 22,98 mmol) raztopimo v 
THF (50 mL) in dodamo 4 M NaOH (28,7 mL, 114,9 mmol). Reakcija poteka ob mešanju 
na sobni temperaturi čez noč. THF uparimo pod znižanim pritiskom in preostanek nakisamo 
z 1 M HCl do pH 3. Izpadlo trdno oborino raztopimo v EtOAc (100 mL), ekstrahiramo z 
nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (50 mL) ter z nasičeno vodno raztopino NaCl (50 mL). 
Posušimo z Na2SO4, filtriramo ter uparimo topilo pod znižanim tlakom. Suh preostanek 
čistimo s kristalizacijo iz dietil etra. 
 
 
 
Elementna sestava C5H3Br2NO2 Mr: 268,85 
Izgled Rjavi kristali (2,78 g) 
Izkoristek(η) 45,17 % 
Retencijski faktor (Rf) (heksan/etil acetat/ocetna kislina=4/1/0.1): 0,13 
1H NMR 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  ppm 6,90-6,82 (m, 1H, 
pirol-CH), 12,80 (s, 1H, COOH), 12,90 (s, 1H, pirol-NH) 
IR (ATR) 
3380; 3125; 2960; 2688; 2570; 1639,53; 1425,92; 
1209,43; 909,24; 832,33; 757,53; 563,95; 520,12 
Tališče 115,3 °C (kristalizacija); 124,3 °C 
MS (m/z) 267,8 [M-H]+ 
 
Sinteza 4,5-dibromo-1H-pirol-2-karbonil klorid (13) 
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4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksilno kislino (12) (0,04 g, 0,148 mmol) raztopimo v 
diklorometanu (30 mL). Ob mešanju na magnetnem mešalu prepihamo z argonom v zaprtem 
sistemu. Postopoma dokapamo oksalil klorid (0,065 mL, 0,744 mmol). Reakcija poteka 48 
h na sobni temperaturi v argonovi atmosferi. Topilo uparimo pod znižanim pritiskom in suh 
preostanek posušimo. 
 
 
 
Elementna sestava C5H2Br2ClNO Mr: 286,82 
Izgled Temno rjava trdna snov (0,12 g) 
Izkoristek(η) 71,5 % 
Retencijski faktor (Rf) 
(diklorometan/ metanol=10/1): 0,23 
(etil acetat/heksan=1/1): 0,25 
1H NMR 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  ppm 6,83 (s, 1H, pirol-CH), 
7,30 (s, 1H,  pirol-CH),  12,98 (s, 1H,  COOH), 13,58  (s, 1H, 
pirol-NH) 
IR (ATR) 
1740,78; 1668,63, 1432,67; 1227,59; 1199,96; 
832,68; 760,50; 575,25; 522,57 
Tališče 155,9 °C 
MS (m/z) 286,0 
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4.3 SHEMA IZVEDENE REAKCIJSKE POTI 
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Shema 7: Prikaz dobljenih spojin posameznih reakcijskih stopenjsintezne poti. Na prosto –OH skupino 
skeleta 2-aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline smo uvedli acetilno, benzilno in etil acetatno 
skupino. Prikazana veja uspešne reakcijske poti z uvedeno benzilno skupino (označena z rožnato 
barvo) 3a-7. Uvedba etil acetatne skupine (označena z modro) je prikazana v korakih 1-3b ter acetilne 
skupine (z zeleno) 1-3c. Sintezni poti molekul s pripetim acetoksi- (3c) oz. 2-etoksi-2-oksoetoksi- 
strukturnim delom (3b) sta se zaključili že v začetnih sinteznih stopnjah. Redukcija s katalitskim 
hidrogeniranjem spojin 3b in 3c ni bila uspešna zaradi nestabilnosti sintetiziranih molekul v reakcijskih 
pogojih. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Shema 8: Prikaz sintezne poti do spojine 13. 
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
RAZPRAVA SINTEZNIH POSTOPKOV 
5.1 ZAŠČITA KARBOKSILNE KISLINE Z METILNIM 
ESTROM 
Odločili smo se za zaščito proste karboksilne skupine molekule 1 v obliki metilnega estra. 
Estri so dobro odporni pri reakcijah z nukleofili (amini, tioli), katalitskem hidrogeniranju in 
acidolizi (ocetna kislina). Z esterifikacijo karboksilne kisline dosežemo selektiven potek 
nadaljnjih reakcij na izbranih funkcionalnih skupinah in tako preprečimo nastanek stranskih 
produktov. Zato ima zaščita karboksilne skupine prednost pred sintezo etrov v naslednjem 
koraku reakcijske poti. Ravno tako tudi pred redukcijo -NO2 v -NH2, ker bi lahko pri reakciji 
s kislinskim kloridom, sproščeni HCl pretvoril močan nukleofil -NH2 v šibek -NH3
+Cl-. (27) 
Esterifikacijo karboksilne skupine smo izvedli s tionil kloridom ob segrevanju s 
priklopljenim povratnim hladilnikom. Ob dodajanju tionil klorida v reakcijsko zmes se 
sprošča veliko toplote, kar lahko vodi v razpad spojin oz. kloriranje na neželenih mestih 
molekule. Da bi se temu izognili, dodajamo reagent počasi po kapljicah ob mešanju na ledeni 
kopeli. Reakcija mora potekati v strogo brezvodnih pogojih, saj lahko v nasprotnem primeru 
poteče hidroliza kislinskega klorida do kisline že pri sobni temperaturi. Ravno tako moramo 
biti pozorni, da SO2Cl shranjujemo pri brezvodnih pogojih. Voda lahko povzroči razpad 
SO2Cl do žveplove kisline. 
Pri esterifikaciji potečeta zaporedni reakciji adicija-eliminacija z reagentom SOCl2 ter 
brezvodnim MeOH kot topilom. Karboksilna skupina izhodne spojine nukleofilno napade 
žveplov atom tionil klorida. Odcepi se kloridni ion, ki nato reagira z ogljikom karbonilne 
skupine nastalega mešanega anhidridnega intermediata oz. metilnega estra klorsulfonske 
kisline. Kislinski klorid nastaja pri prvi reakcijski stopnji, ko dobro izstopajoča skupina 
SO2Cl zapusti reakcijo.(27) 
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Shema 9: Mehanizem reakcije nastanka kislinskega klorida. Kloridni ion (označen z rdečo barvo) kot 
izstopajoča skupina reagira s ogljikom karbonilne skupine nastalega mešanega anhidridnega 
intermediata. Kislinski klorid nastane ko se odcepi SO2Cl (označen vijolično). (prirejeno po 27, 34) 
 
V sledečem koraku reakcije, karbonilno skupino kislinskega klorida z nukleofilno adicijo 
napade prosti elektronski par MeOH. Kot dobro izstopajoča skupina se z eliminacijo izloči 
klor, ki se tekom reakcije sprošča kot HCl. V postopku dobimo metilni ester kot končno 
spojino. (27, 30) 
 
 
Shema 10: Mehanizem nastanka estra iz kislinskega klorida. (prirejeno po 27, 34) 
 
Zaradi visoke reaktivnosti tionil klorida se lahko poslužimo alternativne možnosti 
esterifikacije karboksilne skupine spojine 1 z H2SO4 v MeOH ob segrevanju s priklopljenim 
povratnim hladilnikom čez noč. Ob uporabi slednje metode imamo boljše možnosti nadzora 
reakcijskih pogojev, saj reakcija ni eksotermna. 
5.2 UVEDBA RAZLIČNIH SKUPIN NA PROSTO –OH 
Za uspešen potek sledeče reakcije ciklizacije –OH skupina na 3. mestu metil 3-hidroksi-4- 
nitrobenzoata ne sme biti prosta. Odločili smo se, da bomo v prvem poskusu na –OH skupino 
uvedli acetilno skupino ter preko esterifikacije z acetil kloridom v THF tvorili metil 3- 
acetoksi-4-nitrobenzoat (3c). Reakcija se začne z deprotoniranjem –OH skupine z NEt3 kot 
bazo. Tvorjeni fenolatni anion nukleofilno napade pozitivno nabit karbonilni kisik acetil 
klorida, pri čemer je klor izstopajoča skupina. Tekom reakcije se tvori HCl, ki jo nevtralizira 
dodana baza NEt3. (42) 
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Shema 11: Mehanizem esterifikacije z acetil kloridom za uvedbo acetilne skupine na prosto –OH 
skupino spojine 2. Z rdečo je obarvana izstopajoča skupina klora, z zeleno puščico pa je prikazan 
nukleofilni napad fenolatnega aniona. (prirejeno po 42) 
5. 3 REDUKCIJA –NO2 SKUPINE 
Pri spojini 3c je ob reakciji redukcije –NO2 skupine s katalitskim hidrogeniranjem prišlo do 
premestitve acetilne skupine iz –OH na prosto –NH2 skupino molekule in tako do tvorbe 
neželenih spojin 3d in 3e (slika 23). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 20: Ob katalitskem hidrogeniranju metil 3-acetoksi-4-nitrobenzoata (3c) pride do neželene 
acetilacije –NH2 skupine molekule (označeno z rdečo barvo) ter tvorbe neželenih spojin 3d in 3e. 
 
Ob reakciji redukcije –NO2 s katalitskim hidrogeniranjem spojine 3b je prišlo do podobne 
premestitve etil acetatne skupine iz –OH na –NH2 skupino spojine 4c. Tvorila se je tudi 
molekula 4d s prostima –OH in –NH2 skupinama. Na tej podlagi smo sklepali, da ob izbiri 
katalitskega hidrogeniranja, redukcija –NO2 skupine pri molekulah s pripetim acetoksi oz. 
oksoetoksi strukturnim delom na -OH ni uspešna. (slika 24). 
 
 
 
Slika 21: Ob katalitskem hidrogeniranju metil 3-(2-etoksi-2-oksoetoksi-)-4-nitrobenzoata (3b) pride do 
premestitve etil acetatne skupine (označeno z vijolično barvo) iz –OH na –NH2 skupino spojine 4c oz. 
do tvorbe spojine 4d s prostima –OH in –NH2 skupinama. 
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5. 3. 1 UVEDBA BENZILNE SKUPINE NA PROSTO –OH 
V naslednjem poskusu smo na -OH skupino spojine 2 uvedli benzil, ki je tudi kot zaščitna 
skupina, stabilen v bazičnih kot tudi kislih pogojih sledečih reakcijskih stopenj. Benzilni eter 
je produkt organske reakcije Williamsonove sinteze, pri kateri tvorimo eter iz organohalida 
in deprotoniranega alkohola oz. alkoksida. Ker so alkoksidi zelo reaktivni, jih običajno 
pripravimo takoj pred začetkom reakcije ali pa jih tvorimo in situ z dodatkom baze (npr. 
karbonata, KOH). V naši reakciji smo deprotonirali –OH skupino s kalijevim karbonatom in 
tako tvorili fenolatni ion. Slednjega napade benzilbromid kot primarni alkil halid, preko 
nukleofilne substitucije drugega reda (SN2). Tipična Williamsonova sinteza poteka pri 
temperaturah 50-100 °C. Pri izvedbi reakcije lahko uporabimo različna topila. Na začetku 
smo se poslužili uporabe acetona, vendar smo v ponovljenem poskusu reakcijskega koraka 
ugotovili, da je izkoristek boljši ob uporabi acetonitrila kot topila. Glede na vire (41) protična 
in apolarna topila znižajo stopnjo hitrosti poteka reakcije ter posledično zmanjšajo količino 
prostega nukleofila, ki je na voljo za reakcijo nukleofilne substitucije. (41) 
 
 
 
Shema 12: Mehanizem Williamsonove sinteze etrov za uvedbo benzilne skupine. Zgoraj prikazan 
splošen mehanizem reakcije, spodaj pa prilagojen mehanizem za primer sinteze spojine 3a. Z zeleno 
označena izstopajoča skupina (Br), z rdečo pa alkilirajoča skupina. (prirejeno po 41) 
5. 3. 2 REDUKCIJA –NO2 SKUPINE Z SnCl2 x 2H2O 
Benzilni etri so pri pogojih redukcije s katalitskim hidrogeniranjem ob prisotnosti Pd/C 
nestabilni. Zato smo se odločili za redukcijo –NO2 skupine do –NH2 s SnCl2 x 2H2O. Za 
uporabo tega reagenta smo se odločili predvsem zaradi večje možnosti selektivne redukcije 
–NO2 skupine. (40) Za slabosti izbire SnCl2 x 2H2O štejejo daljši čas poteka reakcije, 
morebitna nekompatibilnost s kislinsko občutljivimi funkcionalnimi skupinami molekul in 
zahtevna izolacija. Literarni viri (39) navajajo uporabo kombinacije EtOH, ocetne kisline in 
vode  v razmerju  2/2/1  kot topila,  vendar  smo  reakcijo  izvajali  le  v EtOH. S kislim pH 
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raztopine v primeru uporabe ocetne kisline, bi se glede na vire (40) izognili težavni 
ekstrakciji, pri kateri se je oblikovala gosta suspenzija vodne faze. 
 
  
 
Shema 13: Redukcija nitro skupine s SnCl2 x 2H2O v EtOH. (40) 
 
Potek reakcij redukcije –NO2 smo spremljali z indikatorjem ninhidrinom, ki se uporablja za 
detekcijo amonijaka, primarnih oz. sekundarnih aminov, karbamatov in amidov. Ko 
ninhidrin reagira s temi prostimi skupinami, pride ob segrevanju do temno modrega ali 
vijoličnega obarvanja. Tako potrdimo prisotnost –NHR in hkrati uspešnost redukcije –NO2. 
(32) 
 
Shema 14: Potek reakcije z indikatorjem ninhidrinom ob prisotnosti proste –NH2 skupine. (prirejeno 
po 37) 
5.4 TVORBA BENZOTIAZOLA 
Benzotiazolni skelet smo tvorili prek ciklizacije s kalijevim tiocianatom v ocetni kislini in 
bromom. (35) Ocetna kislina kot polarno protično topilo poveča elektrofilnost ogljika 
tiocianata. Slednjega nukleofilno napade -NH2 skupina molekule 4a. Zaradi eksotermne 
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narave reakcije moramo reakcijsko zmes med dokapavanjem mešanice broma in ocetne 
kisline hladiti na 10 °C. Brom se z aromatsko elektrofilno substitucijo veže na mesto 5 
spojine 4a. Tiolna skupina napade aromatski ogljik z vezanim bromom, ob čimer se atom 
broma kot izstopajoča skupina odcepi. Reakcijo pustimo potekati ob mešanju na sobni 
temperaturi, saj bi vsakršno povišanje temperature lahko povzročilo razpad molekule. (28) 
 
Shema 15: Mehanizem tvorbe benzotiazolnega skeleta molekule 5a s ciklizacijo. Ocetna kislina 
(označena z vijolično barvo) poveča elektrofilnost ogljika tiocianata. Ogljik tiocianata v naslednji 
stopnji nukleofilno napade -NH2 skupina molekule 4a (označena z modro). Ko tiolna skupina 
(označena z zeleno) napade aromatski ogljik z vezanim bromom, se atom broma kot izstopajoča 
skupina (označen z rdečo barvo) odcepi. (prirejeno po 28) 
 
Ker je v prvem poskusu te reakcijske stopnje nastalo veliko neželenih stranskih produktov, 
smo spojino 5a po izolaciji očistili s kolonsko kromatografijo (MF= etil acetat/heksan=1/1) 
in s kristalizacijo iz MeOH ob segrevanju do vrenja. V ponovljenem poskusu reakcije 
ciklizacije smo sintetizirano spojino 5a po izolaciji poskusili očistiti le z nekajkratnim 
spiranjem z mešanico metanola v kloroformu (1/20). Na podlagi rezultatov TLC in 1H NMR 
analiz o čistosti dobljene spojine 5a v obeh poskusih sinteznega koraka, se je izkazalo za 
najboljšo izbiro čiščenje spojine 5a s kolonsko kromatografijo v kombinaciji s kristalizacijo 
iz MeOH ob vrenju. 
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5.5 SINTEZA 4,5-DIBROMO-1H-PIROL-2-KARBONIL 
KLORIDA 
 
Shema 16: Mehanizem elektrofilne aromatske substitucije pri sintezi 2,2,2-trikloro-1-(1H-pirol-2- 
il)etanona iz pirola. (prirejeno po 30) 
 
V prvi stopnji sinteze 4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksilne kisline poteče elektrofilna 
aromatska substitucija. Karbonilni ogljik trikloroacetilklorida napade elektronsko bogat 
pirol. Po odcepitvi klora nastane protoniran pozitivno nabit intermediat. Trietilamin kot baza 
nevtralizira nastalo HCl in daruje elektrone pozitivno nabitemu intermediatu. Reakcijo 
zaustavimo z natrijevim hidrogen karbonatom, ki hidrolizira nezreagirani kislinski klorid in 
nevtralizira preostanek HCl. (30) 
Naslednja stopnja je bromiranje pirolovega obroča. Poteče aromatska substitucija, kjer 
brom kot nukleofil reagira s pirolom. Pred dodatkom broma v reakcijski zmesi ustvarimo 
argonovo atmosfero, da preprečimo pirolovo oksidacijo s kisikom zaradi prisotnosti zraka. 
Na ta način izženemo tudi vlago iz sistema. Ker je reakcija eksotermna jo izvajamo na ledeni 
kopeli. Potek reakcije prekinemo z dodatkom natrijevega bisulfita (NaHSO3) kot reducenta. 
NaHSO3 reagira s prebitnim bromom, pri čemer nastane Na2SO4 in NaBr. (28) 
 
 
 
 
Shema 17: Splošni mehanizem nukleofilne aromatske substitucije pirola je prikazan zgoraj, 
mehanizem prirejen za naš primer pa spodaj. (prirejeno po 28) 
 
Sinteza  do  končne  spojine  poteka  z  mehanizmom  bazične  hidrolize.  Pri  tem  nastane 
karboksilna kislina v obliki natrijeve soli. Po napadu OH-  iona na karbonilni ogljikov atom 
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pa nastane tudi kloroform. Po dodatku HCl se karboksilna kislina pretvori v neionizirano 
obliko. (29) 
 
 
 
Shema 18: Mehanizem bazične hidrolize pri kateri nastane 4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksilna 
kislina. Nastanek karboksilne kisline v obliki natrijeve soli (označena z zeleno) je prikazan v zgornji 
vrstici, pretvorba karboksilne kisline v neionizirano obliko (označena z modro) pa v spodnji. (prirejeno 
po 29) 
 
4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksilno kislino aktiviramo s pretvorbo v obliko kislinskega 
klorida z uporabo oksalil klorida. Tako karbonilna skupina postane bolj elektrofilna in 
posledično dovzetna za napade nukleofilov. V nasprotnem primeru karboksilna kislina pod 
običajnimi pogoji ne more reagirati po mehanizmu nukleofilne substitucije. Zaradi možne 
nestabilnosti reagenta 4,5-dibromo-1H-pirol-2-karbonil klorida izvedemo aktivacijo 4,5- 
dibromopirol-2-karboksilne kisline z oksalil kloridom neposredno pred reakcijo tvorjenja 
amidne vezi z molekulo 5a. (29) 
5.6 TVORBA AMIDNE VEZI S KISLINSKIM KLORIDOM 
Za spajanje molekul 5a in 12 preko amidne vezi, je potrebno predhodno aktivirati spojino 
12 s pretvorbo v kislinski klorid (spojina 13). Klor je elektronprivlačna in dobro izstopajoča 
skupina. Poleg tega poveča elektrofilnost bližnjega karbonilnega ogljika na molekuli 4,5- 
dibromo-1H-pirol-2-karbonil klorida. Skupina –NH2 spojine 5a kot nukleofil napade 
pozitivno nabit karbonilni ogljik kislinskega klorida spojine 13 po mehanizmu nukleofilne 
substitucije SN2. Amidna vez nastane preko nestabilnega tetraedričnega intermediata, ko 
izstopi kloridni ion. (43) Do cepitve protona –NH2 skupine intermediata, lahko pride preko 
kloridnega iona, pri čemer se tvori HCl. Vsa tako nastala HCl, takoj reagira z 
alkilamonijevim kationom, tako da nastane sol amonijevega klorida, ki pričakovano nastaja 
v tem reakcijskem koraku (shema 19, 1)primer levo spodaj). Druga možnost je, da prosta 
molekula primarnega amina neposredno veže proton in tako nastane alkilamonijev kation 
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(shema 19, 2)primer desno spodaj). Slednjega se znebimo s spiranjem nastale oborine 
spojine 6 med izolacijo z 0,01 M HCl, pri čemer se tvori sol amonijevega klorida. (44) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Shema 19: Splošni mehanizem tvorbe amidne vezi med kislinskim kloridom in primarnim aminom 
preko nestabilnega tetraedričnega intermediata. V 1) primeru (levo spodaj) kloridni ion (označen z 
zeleno barvo) odcepi proton –NH2 skupine intermediata (označen z modro). V 2) primeru (desno 
spodaj) ga odcepi prosta molekula primarnega amina in tako nastane alkilamonijev kation (označen z 
vijolično). (prirejeno po 43 in 44) 
 
5.7 HIDROLIZA ESTRA 
Na koncu smo izpeljali ireverzibilno bimolekularno reakcijo hidrolize estra, pri kateri pride 
do nastanka karboksilne kisline in alkohola. Čeprav bi lahko reakcijo izvedli tudi z uporabo 
vode ali razredčenih kislin, smo se odločili za bazično hidrolizo. Da smo zagotovili potek 
ravnotežne reakcije v smeri nastanka spojin, smo uporabili prebitek (5 ekviv) NaOH 
raztopljene v 1,4-dioksanu. (28) Sintezo končne spojine 7 smo v prvem poskusu izvedbe 
reakcije skušali izpeljati pod ostrejšimi pogoji. Tako smo spojino 6 raztopili v 1,4-dioksanu 
in dokapali 5 M NaOH. Reakcijo smo pustili potekati ob segrevanju na 80°C s priklopljenim 
povratnim hladilnikom le 48 h. Pod znižanim pritiskom smo uparili 1,4-dioksan. Suh 
preostanek spojine smo raztopili v vodi in ekstrahirali z EtOAc, nato pa vodno fazo nakisali 
do pH 2-3 s 4 M HCl. Reakcijsko zmes smo hladili na ledeni kopeli dokler ni izpadla temno 
rumena oborina. To smo poskusili čistiti s prelivanjem z metanolom v kloroformu (v 
razmerju 40/60). Po segrevanju raztopljene spojine v MeOH do vrenja smo rumeno rjavo 
oborino odfiltrirali z odsesavanjem. V reakciji je nastalo veliko neželenih stranskih 
produktov. Kot enega izmed njih smo z 1H NMR analizo indentificirali molekulo 6c (slika 
22). Tako smo ugotovili, da ob večji molarni koncentraciji (5 M) dodane NaOH, krajšem 
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obdobju potekanja reakcije in ob uporabi močnejše (4 M) HCl pri izolaciji spojine, pride do 
razpada amidne vezi med benzotiazolnim skeletom in 4,5-dibromo-1H-pirolnim strukturnim 
delom molekule. 
 
 
Slika 22: Neželena nastala spojina 6c ob razpadu amidne vezi med benzotiazolnim skeletom in 4,5- 
dibromo-1H-pirolnim strukturnim delom molekule. 
 
Postopek hidrolize je bil uspešnejši, ko smo se odločili za dvakratni dodatek reagentov nižje 
molarne koncentracije (2 M NaOH namesto 5 M), preko daljšega časovnega obdobja (potek 
reakcije 10 dni namesto 2 dni). V ponovnem poskusu izvedbe reakcijskega koraka smo 
spremenili postopek čiščenja izolirane spojine 7. Tako smo oborino spojine prelili s THF in 
uparili topilo. Suh preostanek pa raztopili v MeOH, segrevali do vrenja in izpadlo oborino 
odfiltrirali z odsesavanjem. Na koncu smo jo poskusili dodatno očistiti s prelitjem z DMF. 
Vendar se kljub vsemu nismo uspeli znebiti nezreagiranega estra spojine 6 (Rf pri TLC 
(diklorometan/MeOH=9/1): 0,71) predhodne reakcijske stopnje. Čiščenja spojine na 
kromatografski koloni nismo mogli izpeljati zaradi premajhne količine sintetizirane končne 
spojine 7. 
Hidroliza estra je dvostopenjska nukleofilna substitucija. V prvi stopnji hidroksilni ion (OH - 
) nukleofilno reagira z elektrofilnim ogljikovim atomom estra in tako prekine π vez. Na ta 
način nastane tetraedrični intermediat. Slednji razpade, ko pri naslednjem koraku nastane 
karboksilna kislina, ter izstopi metoksid (CH3O
-). CH3O
- ireverzibilno deprotonira 
karboksilno kislino, kar je potrebno za nastanek natrijeve soli karboksilne kisline, nastane 
tudi MeOH. Po nakisanju reakcijske zmesi z HCl, karboksilatni anion pritegne proton, kar 
povzroči, da se natrijeva sol karboksilne kisline pretvori v nedisocirano kislinsko obliko. Ker 
bi vsakršno povišanje temperature predstavljalo tveganje za razpad molekule, smo izolacijo 
spojine izvajali na ledeni kopeli. (27, 28) 
IRMA-HERMINA KLEMENC MAGISTRSKA NALOGA 
57 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Shema 20: Mehanizem bazične hidrolize estra do karboksilne kisline. V zgornji vrstici prikazan 
nastanek natrijeve soli karboksilne kisline preko tetraedričnega intermediata, spodaj pa pretvorba v 
nedisocirano kislinsko obliko. (prirejeno po 27) 
 
 
6. SKLEP 
Tekom sinteze novih dibromopirolamidnih analogov 2-aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilne 
kisline kot zaviralcev DNA-giraze B smo raziskali sintezno pot do načrtovanih končnih 
spojin. Molekule pirolamidnih analogov 2-aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline so se 
pri nekaterih reakcijskih pogojih posameznih korakov sintezne poti izkazale kot neobstojne. 
 
Na prosto –OH skupino skeleta 2-aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline smo uvedli 
acetilno, benzilno in etil acetatno skupino. Sintezni poti molekul s pripetim acetoksi- (3c) 
oz. 2-etoksi-2-oksoetoksi- (3b) strukturnim delom sta se zaključili že v začetnih sinteznih 
stopnjah. Zaradi nestabilnosti sintetiziranih molekul v reakcijskih pogojih katalitskega 
hidrogeniranja je prišlo do tvorbe neželenih produktov 3d, 3e, 4c in 4d. Postopki sinteze in 
izolacije končne spojine s pripeto benzilno skupino (7), pa so  se kljub številnim 
optimizacijam izkazali za težavne. Sicer smo uspeli sintetizirati končni spojini 6 in 7, vendar 
jih zaradi slabih izkoristkov reakcij v zadnjih korakih sinteze, slabe topnosti ter posledično 
zahtevnega čiščenja, nismo uspeli ustrezno očistiti (zahtevana je HPLC > 95%). 
 
Rezultati naših raziskav bodo prispevali k optimalnejšemu načrtovanju ponovljivih in 
predvidljivih sinteznih poti pirolamidnih analogov 2-aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilne 
kisline. S preizkušanjem različnih reagentov in spremembami reakcijskih pogojev smo 
preučili kako se izogniti nastanku neželenih stranskih produktov in morebitnem razpadu 
spojin pri posameznih reakcijskih stopnjah. S poskusi optimizacije postopkov izolacije in 
čiščenja spojin smo dobili boljši vpogled v izbor najprimernejših topil glede na lastnosti 
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sintetiziranih spojin v posameznem sinteznem koraku. Izboljšali smo postopke izolacije, s 
katerimi bo v prihodnje mogoče doseči boljše izkoristke posameznih reakcijskih korakov in 
celokupnih sintez pirolamidnih zaviralcev. Naše raziskovalno delo bo olajšalo izbiro in 
načrtovanje primernih reakcijskih pogojev posameznih korakov sinteznih poti pirolamidnih 
zaviralcev v prihodnje. 
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